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1.1 REACCIONES DE HIPERSENSIBILIDAD DE TIPO 1. ALERGIA
Los organismos superiores están capacitados para reconocer como propias
01 no propias a todas las sustancias presentes en su entorno. Cuando alguna de
estas sustancias supera las barreras fisicoquímicas protectoras del organismo
(piel, membrana mucosa, sistema muco>ciliar, secrecio)nes etc..) y penetra en
su interior, se desencadenan una serie de reacciones muy complejas
destinadas a reconocer, neutralizar y eliminar al agente invasor. En estos
mecanismos de defensa participan un conjunto de órganos, células y factores
solubles que constituyen el sistema inmune. A pesar del papel beneficioso
que representan estos procesos defensivos, diversas alteraciones en ellos
pUeden dar lugar a reacciones adversas para el organismo, produciendo>
enfermedad e inclusive la muerte del individuo. El nivel al que se produce la
alteración es muy variado), dando lugar a diferentes patologías conocidas hoy
en día con el nombre general de reacclones cíe hipersensibilidad o reacciones
¡ti Ifl U fl<>a Iérg¡cas.
Eíí 1968 (idI y Coombs, clasificaron estas enfermedades en cuatro grupos
diferentes atendiendo al tipo de proceso que se encontraba alterado. De estos
cuatro grupos solo) nos ocuparemos de las reacciones (le hipersensibilidad de
tipo> 1, por ser la base del presente estudio). En estas reacciones se produce
una respuesta elevada de inmunoglobulinas de la clase E contra antígenos
(alergenos) inocuo)s para el individuo. Estas inmunogJobulinas poseen Ja
capacidad de permanecer unidas a receptores específicos, expuestos sobre la
membrana de diversas células efectoras del sistema inmune. Al contacto) con
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el antígeno las 1gB se entrecruzan transmitiendo a la célula una señal que
induce la liberación de potentes mediadores los cuales provocan, de forma
inmediata, uíía reacción inflamatoria aguda. A los síntomas clínicos de esta
reacción se les ha denominado de forma global, atopia e incluyen asma,
eczema, fiebre de heno, urticaria e inclusive, en determinadas circunstancias
anafilaxia. Por las características de los síntomas que producen, las reacciones
cíe hipersensibilidad de tipo 1 son también conocidas como reacciones
anafilácticas o como reacciones de hipersensibilidad inmediata. A veces se
presenta Lina siíítomatología inflamatoria secundaria, posterior a la inmediata
conocida como fase tardía de la respuesta alérgica. Los mediadores y células
implicadas en estas reacciones no están muy bien caracterizados por el
momento.
Históricamente se han descrito cuadros clínicos de este tipo de
enfermedad desde la antigfiedad, pero la primera asociación de ésta con la
exposición a un determinado antígeno se llevo a cabo en 1873 cuando> se
demostró que los pólenes de las gramíneas eran los responsables de la
enfermedad conocida Como) “fiebre del heno’ (Blackey, 1873), aunque un año
atites Wyman ya había implicado al polen de la ambrosía en la aparición de
los catarros otoñales. La naturaleza inniunologica de esta patología fue puesta
cíe manifiesto, V)F primera vez, en 1906 (Von Pirquet) que introdujo el
termino de “alergia” refiriéndose al concepto de reactividad cambiada en la
respuesta del huésped, al entrar en contacto por segunda vez o sucesivas con
un ‘agente”. Bajo la denominación de alergia se fueron englobando) las
diferentes reacciones de hipersensibilidad que se iban conociendo. I-foy en
día existe conf tísion con la denominación, pero) se tiende a asociar el nombre
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de alergia cotí las reaccit)nes de hipersensibilidad cte tipo 1, por lo que en este
trabajo se utilizarán indistintamente ambos términos.
En 10)21 Prausnitz y Kiinster demostraron la existencia de una respuesta
humoral específica en las reacciones alérgicas, descubriendo ~ presencia de
una sustancía que ellos denominaron “reaginina” en el suero de lo>s pacientes
que padecían la enfermedad. Las características moleculares de esta sustancia
han sido mciv estudiadas durante un largo periodo (Staríworth, 1963).
Jniciainiente fue clasificada cornio una stjbclase de la IgA (revisado por Sehon
y Gvenes, 1971), pero> gracias a los trabajos de Ishizaka et al (1966 a. 1966b y
1967). a los de Johansson y Bennich (1967) y a los de Stanworth eta! (1968>,
se pudo determinar que las reagininas eran en realidad una nueva clase de
inmunoglobulina a la qtte se le denomino IgE. Posteriormente el grupo> de
Ishizaka describió que los niveles de IgE en los pacientes alérgicos se
encontraban aumentados con respecto al resto cte la población no) alérgica,
siendo desde entonces objetivo de estudio) los mecanismos de producción y
regulación de esta inmunoglobulina. (Yocloy e Isizaka, 1979 y 1980; Yodoy a
al, 1979 y 1980; 1-lirashima eta!, 1980; lshizaka 1985)
1.1.1 La inmunoglobulina E
Al igual que o)tras inmuno)globulinas, la IgE es una glicoproteina
tetranieríca compuesta por dois cadenas pesadas y dos ligeras idénticas entre
sí. Las cadetías ligeras 50)n de tipo < o x colí características químicas idénticas a
las de otros an ticcíerpos.
Las cadenas pesadas (cadenas epsí Ion), co)ntienen los determinantes
isotípícos cíe, esta clase cíe inmuno)glo)buhina. Están formadas por tina región
variable de líO aminoácidos y una reg¡ón constante de 440 residuos. Se ha
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descrito que en estas cadenas existen 15 cisteinas, 10 de las cuales están
implicadas en la formación de 5 puentes intracatenarios. Cuatro de ellos se
lo)calizan en la región constante formando cuatro “loops” peptídicos
denominados dominios C 1, C 2, C 3 y C 4 y el quinto en la región variable,
En el dominio C 1 hay un puente disulfuro extra, que implica a otras dos
cisteinas. De bis otros tres aminoácidos azufrados, dos forman puentes de
unión con la otra cadena pesada y el restante con la ligera (Bennich y Von
Bahr-Lindstron, 1974).
EL peso molecular de una molécula de IgL es de 190 kDa, correspondiendo
un 12Ú0 del peso> a carbohidratos, lo> cual es una característica molecular
diferente díel resto) de las inmunoglobulinas.
La propiedad más importante de la IgE. es su capacidad para unirse de
forma reversible a receptores específicos expuestos sobre las superficies
celulares de diversas células efectoras, inducieíido Io)s sinto)mas de la alergia.
Dos son los tipos de receptores a los que esta molécula puede unirse: los
9
recepto)res de alta afinidad (FcFRI, Ka 1(1 M), expuestos sobre las
membranas de los mastocitos y de los basófibos (Metzger. 1991; Metzger y
Kinet, 1989) y los receptores de baja afinidad (Fc~R2 o CD23, Ka= 10~ a
810>) que se encuentran sobre las superficies celulares de los linfocitos B,
monocitos, niacrófagos, eosinófilos - etas (Delespesse U al, 1990).y plaqu
Los primerois experimentos para determinar la zo)na de la molécula que se
unía al receptor. demostraron que ésta se producía en ambos a través del
fragmento (lshizaka e! cd, 1970). Hoy en día se sabe que las secuencias die
aminoacidios implicadas en la unión a los dos tipos de receptores, son
diferentes. La región de la moflécula que se une al receptor de alta afinidadí,
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ha sido identificada muy recientemente, mediante técnicas de DNA
recombinante (Geha et al. 1985; lshizaka cl al, 1986; y Helm el al, 1988). Los
datos experimentales indican que esta región es una secuencía de 76
aminoácidos, diesde Gln—301 a Arg-376, situada entre los dominios C 2 y C 3.
No se conoce con tanta exactitud la porción molecular responsable de la
unión al receptor de baja afinidad, pero se sabe que se sitúa en la zd)na de
u u íd n dic los domí ti ios C 3 y C 4.
¡.1.2 Síntesis IgE
El conocimiento de los mecanismos dIc síntesis de la IgE así como su
reculación en los indlividuo)s sanos, permitirá conocer las alteraciones que se
b
producen en las personas alérgicas y diseñar la terapia adecuada para evitar la
en ferni edad!.
Durante los últimos años, este terna de estudio ha sido prioritario para
mcicho>s laboratorios, disponiéndose hoy en día de resultados experimentales
dlue han permitidio conocer algunos aspecto)S dIc la síntesis de IgE y su
regulación. Los trabajos más interesantes en este campo han sido> revisados
recientemente por varios autores (Zubler el al, 1987; Snapper et al, 10)88;
Coffman U al. 1988; Mosmann y Coffman, 1989; lshizaka, 1989; Vercelli y
(jeha. 1989; Esser y R adlbrucíl, 1990; Romagnani y Ricci, 1990; Romagnani,
99<) Finkelrnan uat 1990; Ricci y Rossi, 1991>; Heu.sser U al, 1991).
De estos esttIdlios se concluye que e~ísten procesos comunes a la síntesis de
las demás inmunoglobulinas y otros específicos para la clase en estudio.
También se lía observadlo qcíe existe gran dificultad de indttcir
experimentalmente, una síntesis mantenidia dIC IgE. Aunque se ha o)bservado
díue en la inmunización de animales se produce una respuesta de IgE
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paralelamente a la síntesis de IgG, esta respuesta es transitoria
desapareciendo a las 3-4 semanas, sin ser estimulada nuevamente en sucesivas
inoculaciones del antígeno. Solamente se puede obtener una respuesta
mantenida en animales genéticamente predispuestos para ello, inmunizados
con dosis muy pequeñas de un potente inniunógeno y con el apropiado
adyuvante.
Todas las inmunoglobulinas son sintetizadas por células plasmáticas,
procedentes de la diferenciación de linfocitos B. Los genes que codifican las
cadenas Ligeras diel tipo 1=se localizan en el cromosoma 2 y las de tipo X en el
22 y son los mismos para todas las clases. Los genes para los distintos isotipos
de las cadíenas pesadas se encuentran localizados en el cromosoma 14,
activándose unos u otros en tuncion de las señales recibidas por la célula.
Experimentalmente se ha observado que el linfocito B se transforma y
prolifera convirtiéndose en célula secretora de ¡gE mediante dos tipos de
estímulos. La primera señal la recibe la célula a través de un co)ntacto) físico)
corn un linfocito 1 colaborador (Claman cf al, 1966; Davies cf al, 1967;
Vercelli et al, 1989). La segunda se produce cuando interacciona con la
interleucina 4 (IL-4). (Bergstedt-Lindquist cf al. 1988; Del Petre cf al, 1988;
Pene cf al, 1988; Finkelmanetal, 1988).
A pesar de que este mecanismo de inducción de síntesis de IgE es
aceptado) de manera general, nuevas Investigaciones sugieren que no es éste
el tinico, existiendo vías de síntesis independientes de las células 1 (Brown cf
al, 1987; Wodnar-Filipowicz cf al, 1989; Gordon u aL 1990; Sarfati cf al, 1989)
otras independientes de la IL-4 (Heusser u al. 1989; Smith e! al, 1990) e
incluso existen evidencias experinientales tille indican que los linfocitos B
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pueden espontáneamente convertirse en células secretoras de esta clase de
inmunoglobulína (Sarfati cf al, 1984; Delespesse cf al, 1989 a).
1.1.2. 1 Mecanismos de síntesis dependientes de las células T
Se han descrito das posibles tipos de contactos entre las células B y las T
que dan como resultado la inducción die la síntesis dic la inmunobgí(>bulina E:
a) El contacto afín, prodtucid(> entre un receptor dic membrana del linfocito
T, altamente específico para el antígeno y péptidld)s dic éste último> expuestt>5.
en asoclac¡o)n con una proteína dic la clase II del MHC, sobre la superficie
celtílar del linfocito B. Este tipo die interacción es comítn para todos lo>s
l)r(>cesos dic indluccion cíe una respuesta inmune humoral y provocan la
activación del linfocito. La señal específica para el cambio> de clase depende
dic lo)s mediadores liberados por la célula c~ue partícipó en el co)ntacto. Las
células [ inducto>ras dIc la síntesis cíe IgE son secretoras, entre t>tros
mediadores, de interleucina 4 (Mitchison, 1977; Vitteta cf al,, 1989; Ziegler,
1981)
b) El contacto no> afín, en el que la unión dIc la célula T con el linfocito B se
produce a través de un receptor desconoicido, quizás relacionado con el
antígeno CD40. Aunque este mecanismo no está todavía bien estudiado), se
sabe que este tipo> de unión se lleva a cabo de forma inespecífica e
indlej)endliente de la restricción genética (Parronchi cf al. 1990; Jabara cf al,
1990).
Cuando> el contacto) entre los Iinfocito>s es dic tipo> afín se producen IgEs
altamente específicas para el antígeno. niientras que sí el contacto) es no> afín
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se induce una síntesis de ¡gE policlonal. Esta última forma de inducción se
produce en reacciones alérgicas intensas y en parasitosís
1.1.2.1.1 Síntesis mediante c>ntacto afín
En este tipo de síntesis, es necesario que el antígeno haya sido> previamente
procesado tanto) por el linfocito B cíue va a ser estimulado>, como por las
células presentadoras de antígen(> que vaíi a activar a] linfocito T implicado>
en el co>ntacto.
Los antígenos so>n fagocitados por las células presentado>ras de antígeno> e
internalizados en unas vacuolas digestivas donde se fragmentan
adecuadamente. Seguidamente los fragmentos son pro>cesados en el interior
vacuolar para que puedan asociarse a una molécula del MHC de la clase II y
ser expuestt>s, as>ciados, sobre la superficie de la célula. Esta unión es posible
que se produzca en la misma vacuola digestiva, ya que existen datos
experimentales en los que se describe la presencia de la proteína del MHC en
la membrana vacuo>lar (Ziegler y Unanne_ l98~ Unanue, 1984; Creswell,
1985; Monaco, 1992.). Tras la asociación, la vacuola se fusiona con la
membrana citoplasmática. dejándoles expuestos sobre la superficie celular, El
recono>cimiento del antígeno> po>r la célula T sobre la célula presentadora dle
antígeno, se lleva a cabo> a través de tín receptor específico> (TCR), en unión
con un co}mplejo proteico formado por cinco proteínas (co>no>cido c>mo CD3)
y con o>trt>s antídNeno)s de membrana corno el C04. que reconoce la molécula
dle la clase II. Dentro) del recepto>r existe una zona similar a la zo)na variable de
las inmuno>globulinas, con capacidadí para reco>no>cer especificamente al
antígeno (fig 1.1). Una vez producidía la unión y con intervención de la
interleucina 1, se produce la activación y la pro)liferación de clones de células
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T específicos para ese antígeno. Estas células T activadas reconocerán, a
través del mismo receptor, al antígeno fragmentado y expuesto en asociación
con la m(>lécula de la clase II, sobre la superficie del linfocito B. Tras esta
unión se produce la estimulación, y la célula B prolifera y se transforma en
célula plasmática secretora. Si la célula T no> estuviera activada, la unión a
través de este niecanismo induciría su activación, actuando> por tanto la célula
B c(>mo célula presentadora de antígeno.
El mecanismo) por el que el linfocito B expo~ne st>bre su superficie al
antígeno, difiere corn el que flevan a cabo otras células presentadoras. La
diferencia principal está en la captación del antígeno) po>r ambos ti[)(>s de
células. Así, mientras que la célula presentadora fagocita al antígeno de
manera inespecífica, el linfo>cito B se une al mismo de manera específica
mediante las inrnun(>globuhnas dIc membrana. ‘Iras la unión, el antígeno es
internal izado tnedliante pi no>citosís para ser procesadio. Análogamente co)n las
células presentadloras, el antígeno) es fragmentado y los péptido>s modificadlo>s,
mediante un proceso desconocidio, para dotarles de capacidadí de unión con la
molécula de tipo II díel MHC. También se ha descrito que el antígeno puede
ser internalizado> por el linfocito B mediante endosmo>sís si las
c(>ncentraciones de éste son elevadas en su entortio (Vitetta cf al 1989).
Según se expuso> anteriormente, para que el cambio> de clase a ¡gE se
produzca, el linfocito necesita la presencia de interleucina 4, la cual es
secretada por el Iinfocitt> T co>laboradlor con el cíne se unió y también por
algunos monocitos y nlastocIto)s.
Se ha determinado, mediante cultivos de linfocitos in vitro que el periodo
die tiempo trariscurridlo) desde el contacto> tísico hasta obtenerse tina
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producción óptima de IgE es de 10 días, teniendo que permanecer [a
interleucina 4 en el medio al menos 6 días. Este resultado permite especular
que una célula T estimularía al linfocito B y otras células lejanas al lugar de
c<>ntacto, tatnbién podrían inducir el cambio de clase a través de la IL-4
(Heusser. 1990).
Otro descubrimiento importante es que, al menos en ratón,, el linfocito T
es incapaz de producir IL—4 si no existe tin co)ntacto> previo) con la LL—2 y con la
propia 11-4 aportada por otro tipo dic células (Romagnani, 1991).
¡.1.2.2 Mecanismos de síntesis independientes de las células T
Resultados experimentales han puesto de manifiesto> que los mastocitos,
activados a través del recepto)r dic Igl?, so>n capaces die liberar las mismas
interleucinas qtíe pro>ducen las células T co)laho>rad(>ras para la producci~n de
IgE. induciendlo de nuevo la formación de este tipo de ínmunoglobulína. Esta
vía de síntesis representa un círculo vicioso> en el mantenimiento de la
respuesta alérgica. Por otra parte, se ha o>bservado que las células de bazo>
No-B-No-T (NBNT) soin pro>ductoras de IL-4 co>ntribuyendo al mismo>
proceso. También podrían estar implicadas en la estimulación del linfocito> T
nativo) para convertirlo en linfocito T pro>dluctor de IL—4 (Ben—Sasson, 199<))
la secreción dic IgE por las células B pueden también ser indiucidas po>r
monocíto>s en presencia dIc IL—4 e hídirocortisona. Este tipo> de inducción
í>arece dltlC requiere un contacto> físico entre las células implicadías, ~CfO) po>r
el mo>mento) se dlesco>noce el proceso~ (Sarfati u al 1989).
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1.1.3 Regulación de la síntesis de ¡gE
1.1.3.1 Regulación por antagonistas de la IL-4
Se ha descrito que IFN7, INF~, TOE y POE2 son las sustancias que
antagonizan la acción de la IL-4, siendo responsables de la inhibición de la
síntesis de IgE inducida por esta interleucina (Pene, 1988). En esta
modulación también se regula la expresión del receptor FcuR2, al cual se le
atribuye un papel regulador de lo>s niveles de IgE (Delespesse, 1989 b).
Recientes descubrimientos en el modelo> murino, atribuyen la secreción de
las diferentes cito>cinas reguladoras de la IgE a diferentes tipos de células T
co>labo>rado>ras. En estos modelos se define como célula Th 1 aquellas
pro>ducto>ras de IL—2 y/o) ¡NF-y y co>mo) céltila ]1i2 a aquellas que producen
IL-4, IL-5 e IL-6. La proporción de Th 1 frente a Th2 se interpreta co>íno el
mecanismo) regulador dic la síntesis de [a [gE. Parece ser que un mecanismo
regulador equivalente existiría también en humanos. Ultimamente se ha
descrito> la existencia de un tercer tipo de célula T colaboradora, a la cual se
ha llamadlt> Th0. En esta población dic células T la secreción de interleucínas
estaría sc>lapada con las otras dos poblaciones, produciendio IL—4 e ¡FN
(Killar, 1987; Romagnani, 1990a y 199 la).
1.1.3.2 Regulación po>r autoanticuerpos
Recientemente se ha díescrito la existencia de auto-anticuerpo>s dlirigidos
co>ntra la ¡gE, q oc regu laríati los niveles dc este ti ~O dIc ¡ n munogí o>buli na en el
indlividu O.
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En este modelo se propo)ne que la respuesta primaria del sistema inmune a
la presencia del alergeno> estaría contro>lada por el repertorio de células T sin
diferencias significativas entre lc>s individuos atópicos y los no atópicos. La
l)ro)duccion de IgE y de otro)s iM)tipos, induciría la producción de
autoanticclerpos anti—idiotipo, iniciando> una respuesta autoinmune reguladora
de los niveles de inrnunoglo>bulina sintetizada. Se han descrito diferentes tipos
de autoanticuerpos, unos consideradlos corno> anafilactogénicos provocarían el
entrecruzamIento) dIc las IgEs y co)i1ducírían a la liberación de mediadores
inflamatorios, otros regularían lt>s niveles dic IgL por dliverso>s mecanismos
(Stadller. 1991).
1.1.3.3 Regulación po>r factores de unión a la IgE
lshizaka cf al (1983), han descrito) la existencia en el ratón de un
mecanismo de regulación en el que un grupo de células T (aquellas con
marcadores cíe superficie W3/25). liberan dos tipt>s de factores solubles co>n
capacidad de unión a la IgL. Unos de ellos activarían la síntesis y otros la
inhibirían. Aunque se han realizado) muchos estudios so>bre este mecanismo
no se ha encontrado en el hombre ningún proceso equivalente.
1.1.3.4 Regulación a través del receptor de baja afinidad FcuR2
El receptor de baja afinidad (FqR2) existe como do>s formas mo>leculares
diferentes las cuales difieren en su porción citoplasmática: el Fc~R2a,
expuesto sombre 10)5 linfocitos B y el FcrR2b sobre ínonocitos, macrófagos,
plac~ u etas eo )5i nófí los así co )mo so )bre It s Ii nfocito>s B.
CAP: 1 PAÚL 13
INTRODUCCION
El receptor Fc~R2a se presenta sobre la superficie celular de los linfocitos
B desempeñando> un papel regulador de la síntesis de IgE. Este receptor so>lo
se expone sobre linfocitos B maduros, no diferenciados a células plasmúticas,
que expresen lgM o lgD sobre su superficie. En estas circunstancias el
receptor posee capacidad para captar co>mplejos inmunes de IgE,
produciéndose un entrecruzamiento de los recepto>res que parece impedir la
activación y diferenciación de esas células y por lo> tanto> la síntesis de ¡gE.
(Safarti y Delespesse, 1988; Delespesse cf aL 1980) c; Mac I)onald, 1991)
Además de la multifuncio>nalidad del receptor de baja afinidad sobre las
membranas celulares, el Fc~R2 puede ser separado> de éstas mediante un
pro>ceso enziniático, convirtiéndlo)se en una pro>teína so>luble con una función
de indlucci~n dIc síntesis die ¡gE opuesta por tantt) a su función so>bre la
membrana. Cuando la ¡gE se encuentra aumentada se une al recel)to>r
impidiendo la acción elizimática y co>nsecLientenlente se inhibe la indtícción
de la síntesis (Delespesse, 1989 b; Romagnani ~‘ Ricci 1990).
Aunque en un principio) se trató de asociar los factores solubles descritos
po>r Isbizaka cf al (1983) con el receptor de baja afinidad, se ha podido>
comprobar que son mo)léculas diferentes (Ishizaka 1989).
1.1.4 Procesos alterados en las enfermedades alérgicas
Paralelamente a los estudios de lo>s mecanismos reguladores de la síntesis
de ¡gE, se han estudiado> las po>sibles alteraciones que se producen en ellos
dando) lugar a la aparición de los niveles elevados (le esta inmuno>globulina en
los individuos alérgicos. Al igual que en lt>s niecanísmo>s reguladores, los
co>nocimientos actuales son todavía íncornpletos y s0)1o) se pueden describir
co>nclusio>nes e hipótesis derivadas de resultados experimentales aislados. Las
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evidencias sugieren que las alteraciones pueden ser múltiples~, que se
prt>ducen a diferentes niveles del proceso de la síntesis de ¡gE. que tienen una
base genética y que varias aso>ciaciornes entre ellas darán lugar al fenotipo>
alérgico).
A continuacion se describen las principales alteracto>nes propuestas como
responsables dic la alergia.
1.1.4.1 Alteraciones a nivel de la presentacion dic antígeno>
inicialmente se ha tratadio) dic asociar la respuesta anómala co)ntra los
alergeno)s, cnn la existencia cíe alguna característica química común a todos
ellos que permitiera tin reco)no)cimientt> una presentación selectiva del
y
antígeno. A pesar de los análisis moleculares realizados. no se ha p(>didlo)
demostrar hasta aho)ra cine esta asociación química exista~ ~Siriembargo), hay
evidencias que sugieren cíue en os individuos alérgicos, las células
presentado>ras de antígeno po>seen unas peculiares moléculas de la clase II, las
cuales se unirían preferencíalmente a determinados péptidos de las moléculas
alergénicas (Marsh, 1982). De esta forma estos péptidos son expuesto)s sobre
ías células dendrítícas en mayor proporcion que el resto cíe los péptidos
procesados y s.>n reco)no>cido)s más fácilmente por el receptor específico) de las
células T, favoreciéndose la aparición dic unos niveles alto)s dic ¡gE específica
contra ello)s. En este sentidio) se han diescrito asociaciones significativas entre
tipos particcilares dIc HLA y respuestas inmunes específicas contra diferentes
alergenos altamente purificados. Así, los pacientes con FILA DR2/DW2
respoildien contra to)dt>s lo>s homólogos del antígeno ambrosía V (Marsh a al,
1989) y los DR3/DW3 tienen una respcíesta preferente contra l>olium p 1, II y
III (Ansari cf ¿4 1989 a). Estudios más so)fisticado>s aso>cian la respuesta co>ntra
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los alergenos del lolium plil a la presencia de tina secuencia de aminoácidos
(g]y-tyr-ser-thr-ser), co>no>cida co>mo> EYSTS, en la primera región polimórfica
de las cadenas polipeptídicas DR~3I del DR3, DRS y DRWÓ (Ansari cf al 1989
b). Estos resultados sugieren que al igual que la secuencia EYSTS es
importante en la presentación del antígeno> Lolium pU], otras secuencias
pO)dlrían estar implicadas en la presentación de otros epítopos.
1.1.4.2 Alteracio)nes a nivel de los linfocitos T
Se ha descrito) que la hiperproducción de ¡gE po>dría estar relacionada con
un pro)gresivo) desarrollo> en favo>r de los clo)nes del tipo Th2, los cuales
pro>ducirían mueba IL-4 y muy poco o nada IFN~, favo>reciendo la
co>Iaboraci~n Th2—B y aumentando) po>r lo> tanto> la síntesis de ¡gE
Esta teoría se basa en las observaciones de [a composícion de las células T
de los infiltrados corijuntivales de los pacientes co>n conjuntivitis vernal. Se
encontr~ que tow]as ellas eran CD4 + y funcionalmente eran secretoras de
IL-4 e IL-5 pero no> de IFN Romagnani (190)1 1>).
So>bre la base de lo>s co>no>cimientos actuales se ha asumido que en lo>s
atópico>s las co)ndlicio>nes cíue favo>recen la expansión dle clo>nes TIC diebe
co>ntemplarse tanto> a nivel die las interacciones célula
presentadora-alergeno—célula T como> a nivel de las cito)cinas que intervienen
en la madtíración de las células T, (115—4, !FN, 1151 —0/CSIF y otras)
1.1.4.3 Alteraciones en la regulación mediante atítoanticuerpos
Según el mo>delo de regulación de la síntesis de ¡gE mediante
atito)anticuerpos, en bis individuos atópícos se habría perdido la capacidad de
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sintetizar los auto>anticuerpo>s beneficiosos, sintetizando aquellos
anafilactogénico>s y permitiendo que un grupo (le células B secretoras de ¡gE
escapen de esta regulación, y la inrnunoglobtíl¡na sea sintetizada a niveles
elevadlos sensibilizando) a lo>s masto>citos y basofilo>s. Un nuevo) contacto> con el
alergeno) en el indlividuo> atópico agravaría la situación (Stadler, 1991).
1.1.4.4 Alteracio>nes en el recepto)r de baja afinidad
Se ha díescrito> d~ue lo>s pacientes alérgicos expresan en exceso. so>bre las
células B y sobre lo)s monowitos, el receptor de baja afinidíad de tipo) Fc~R2b.
También se encuentra elevado y en relación dlirecta con bis niveles de ¡gE el
receptor en forma soluble. De acuerdo con lo anterionmente expuesto>, en
estas circunstancias se favorece la síntesis de ¡gE. Por otra parte. el aumento>
de expresión del recepto>r es reflejo) de un desequilibrio) en la producción de
115-4 e IEN (Delespesse, 1989 b).
1.1.5 Células et’ectoras en las reacciones alérgicas
La IgL liberada por la célula plasmática tiene capacidai para unirse a los
recel)to)res dic membrana de alta y baja afinidad expuestos sobre los diferentes
tipos de células efectoras, iniciándose una cascadía dic sucesos que conducen a
las manifestaciones clínicas dic la alergia. Los receptores de alta afinidad se
ericcientran expuestos sobre la superficie de la membrana celular de
mastocítos y basófilo>s, y los de baja afinidíadí so>bre monocitos, macrófagos,
pl adítietas y eo>si nóli1 o>s, así como so bre 1o)s Ii nfocito>s B.
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1.1.5.1 Masto>citos y basófilos
Los síntomas clínicos en los procesos alérgicos e inflamatorios son
inducidos por potentes mediadores químicos liberados, en su gran mayoría,
por los masto)cito)s y los basófilos. Ambos tipo)s de células presentan
numerosas características mo>rfo>l~gicas y funcio>nales en comun.
Cuando> una IgL se une a un receptor de alta afinidad (Fc~R 1) del
mastocito o del hasófilo, se dice que estas células se encuentran
sensibilizadas. Si en estas co)ndIcJo)nes se les expone a la presencia (le un
antígeno multivalente, se pro>duce la unión de dos IgEs a través del antígeno) y
se entrecruzan lo>s receptores de membrana (¡shizaka, 1977; Segal, 1977;
Ishizaka, 1984). Como> consecuencia del entrecruzamiento se producen una
serie de transformaciones bioquímicas y ultraestructurales de las membranas
celulares (Ishizaka, 1979, 1980, 1981, 1982. 1984; Lichenstein y Margolis ¡968;
Winslow y Austen, 1984) que favo>recen su fusión con las membranas de los
gránulo>s cito>plasmáticos, liberando al exterio)r lo>s mediadores químicos que
contienen (Ho) y Orange, 1978; Kennerly u al. 1979). Dentro> de éstos se
incluyen histamina. pro>teasas, pro>teo>glicano)s y factores quimiotacticos. Tras
el estímulo) antigénico también se pro)dtice la activación de diversas enzimas y
se liberan prodlucto)s metabólicos resultantes de la acción de éstas sobre los
Lípidos de la membrana celular a través de la ruta del ácido araquidónico. Si
este acido) es metabolizado> a través de una cicloxígenasa se liberarán
pro>staglandiinas y tro>mboxano> A2, mientras qt¡e si se realiza a través de tina
lipo>xigenasa se liberarán leueotrieno>s. Estos pro>ceso>s se co)nocen co>mo
degranulación anafiláctica o> exocitosis, y puedíen ser también inducidos por
una gran variedao.l de agentes no> específicos lnmLino>logicamente tales como)
CAP: 1 PAÚl: 18
INTRODUCCION
fragmento>s del co)mplemento), neuro)péptidos, neuro>transmiso>res, cito>kinas,
lectinas, etc.. (Adelman, 1991).
A pesar de las similitudes, existen diferencias claras entre el mastocito y el
basófilo a nivel mo>rfodógico>. funcio>nal e incluso> en los prodiuctos liberados.
Respecto> a su origen biologico, ambo)s tipo)s de células se originan en la
médlula ósea, pero mientras que 10)5 basófilos maduran en ella pasando>
posterIo)rmente al sistema circulatorio>, lo)s masto>cito>5 maduran en el tejido
co)njuntivo) y en las cavidiades serosas, donde permanecen una vez madurojs.
Mediante microsco>pia electrónica se han podido detectar diferencias
morfológicas entre estos (10>5 tipos (le células, no detectables a nivel óptico>.
Estas dliferencias afectan a tamaño, forma, aspecto> y dispo>sición diel núcleo> y
co)ntenido) granular. Por o)tra parte, se ha descrito> una variabilidad
mo)rfo)lo)gica de lo>s mastocitos dependiente del micro)ento>rno) en el que se
lo>calice, propie(lad que no poseen los basófilos. Con respecto a liberación de
mediadores, las dliferencias s>n cuantitativas a excepción de las
prostanglandinas 2, que no so>n sintetizadas po>r los basófilos (Cleich, 1991).
1.1.5.2 Eo)sinófilo>s
Estas células se encuentran en proyorcíones muy aumentadas durante los
pro)cesois alérgico>s, en las zo>nas (le co>ntacto co>n el antígeno>. Esto> es debido>,
entre otras causas, a que (lurante la hiperproducción de ¡gE se liberan ¡LS en
altas proporciones po>r el linfo>cito Th2, estimulando la diferenciación (le
<¿t>sin~filo>s y atrayéndlo>les al lugar de la reaccio>n. También son atraídos por
dliverso>s facto)res quimi(>táctico)s liberadlo)s po>r lo>s mast(>citos y los basófilos.
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Su papel efeeto>r co>nsiste en liberar, tras su estimulación, el contenido> de
sus gránulos, dlestinado>s a destruir dianas grandes no fagocitables (los
parásitos por ejemplo)). Estas sustancias liberadas contienen proteínas que
inactivan la histamina y otras sustancias liberadas por los mastocitos y
basófilos, por lo que se le ha asignado un papel amortiguado>r de la
inflamación. Se ha demostrado> recientemente que el eosinófilo también
libera una proteína (proteína básica principal), la cual daña claramente el
epitelio> pulmo>nar, por lo que la función efectora de esta célula representa
para el individuo) alérgico> un daño> más que un beneficio> (Gleich, 1991).
1.1.5.3 Otras células efecto>ras
El receptor de baja afinidad expresado sobre mono>citos. macrófago>s y
plaquetas se encuentra implicado> en los mecanismos de cito>toxicidad
mediado>s por ¡gE, en la liberación de mediadores y en la fagocito>sis de
partículas unidas a ¡gE. También es capaz de unir co>mpLejos ¡gE-alergeno
sobre algunas de estas células siendio después internalizado el co>mplejo y el
alergeno> procesado para ser presentado a la célula T. Este tnecanismo es por
lo tanto selectivo para la presentación del alergeno y puede representar una
potenciación de la respuesta de ¡gE específica para ese antígeno (Ballow,
1991).
¡.1.6 Los alergenos
Se conoce co)n el nombre de alergenos a aquellas sustancias antigénicas
capaces de inducir la síntesis mantenida de ¡gE y de unirse a ella provocando>
una reacción alérgica. Resultados experimentales han puesto de manifiesto
que todas las sustancias antigénicas para un individuo pueden potencialmente
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pro>vo>car una respuesta de IgE si se exponen al sistema inmune de forma
apropiada. Se ha comprobado que so>n factores determinantes para que esto
se pro>duzca las características genéticas del individuo, bajas dosis de
expo>sición al antígeno y la ruta de entrada en el organismo (Marsh cf al, 1972;
Levine cf al, 1973; Marsh, 1975).
Las sustancias identificadas co>mo) alergeno>s proceden de muy diversas
fuentes tales co>mo) hongos, polenes, ácaro>s. alímento>s, insectos, epitelios,
heces. veneno>s, bacterias, invertebrado>s marinos etc.. y representan un
pequeño> po)rcentaje díel to>tal de sus co>mponentes (Baldío> y Donovan, 1988).
Ante la gran variedad dle nio>léculas alergénícas que extsten en la
naturaleza, surge la necesidiad de co)no>cer sus características fisicoquímicas,
para analizar sí existen características coniunes a todias ellas que sean
responsables de la aparición de la enfermedad. Uno de los objetivos actuales
es la iclentificaci~n de la parte de la mo>lécula implicada en la reacción
(determinante alergénico), hecho> que permitirá saber si existen
díeterminantes alergénico)s comunes a vario>s alergeno>s die distintas fuentes, si
so>lo) so>I1 co)munes entre lo>s alergeno)s de una misma fuente, si cada alergeno
posee sus propios dleterminantes y si la porción molecular del alergeno es a su
vez un determinante antigénico. Así mismo> permitirá conocer la forma en
que la mo)Lécula interacciorna con el sistema inmune, abriendo nuevas
po>sibilidades en la terapia de la enfermedad. Todo>s esto>s estudios requieren
que lo)s alergenois sean previamente purificados y bioquimicamente
caracterizados.
Hasta el momento> se ban aislado> y caracterizado algunos alergenos,
aunque todavía so>n insuficientes. La recopilación cíe datos experimentales y
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revisiones de diferentes autores, (King, 1976: Marsli, 1975; Marsh et al, 1987;
Lowenstein H., 1983; Baldo> y Donovan. 1988; Baer cf al, 1988) permite
afirmar que los alergeno>s son en su gran mayo)ría pro)teinas, algunas de ellas
glicosiladas, com pesos moleculares comprendidlos entre 5 y 70 kDa, con una
mayor proporciom de aquellas con masa molar entre 20 y 45 kDa. Esta
característica física de los alergeno>s está de acuerdo> co>n el hecho> de que las
mucosas poseen una permeabilidad restringida para las mo>léculas de gran
tamaño.
Con respecto a su carga, la mayor parte de ellos poseen un punto
iso>eléctrico ácido (entre 3 y 6) o básico (entre 8 y 11), existiendo tan so)lo un
pequeño) po)rcentaje neutro>. Muchos alergenos po>seen características
fisicoquímicas e inmunológicas idénticas difiriendo solamente en su punto>
isoeléctrico. Estas diferencias pueden deberse al grado) dIc glicosilación que
po>sean, aunque también se ha descrito que las diferencias entre esto>s
alergenos puede residir en el grado de amidación o bien ser diferentes
variantes genéticas. Al conjunto de alergenos estructuralmente relacionados
se íes deno>mina is>alergenos (Jo>hnsson y Marsh, 1965). También se han
estudiado> las funciones bio>lógicas de alguno>s alergenos purificados para
detectar si éstas “uardaban relación con la alergenicidad de las mo>léculasb
pero se han enco)ntrado que poseen muy diversas funciones, muchos de ellois
poseen actividad enzimática (fosfolipasas, esterasas, ami lasas, proteasas,
celulasa...etc) otros son proteínas transpontado>ras, cítocromos etc (Hubscher
y Pisen, 1972; Stewartcf al, 1990).
Con el fin de establecer de entre todo>s los alergeno>s aquello>s de mayor
interés se ha definido co)mo alergeno mayo)ritario> a toda sustancia que al
menos el 5(1% de los pacientes sensibles al extracto en el que se encuentran,
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poseen IgL específica contra él, reaccio>nandlo positivamente si se produce el
contacto> (Lowenstein, 1978; Weeke, 1973>.
1.1.6. 1 No>menclatura de los alergenois
Durante los últimos 20 años se han ido purificando> y caracterizando
bio>químicamente alergeno>s de muy diferentes fuentes, recibiendo>
dleno.)mlnaclo)nes muy variadas lo) cual ha creado> un cierto) confu.sionismot Con
objeto (le clarificar esta situación la Unión Internacional de Sociedades de
lnmuno1l(>gia (lUIS) ha creado un subcomité para desarro>llar un sistema de
nomenclatura (Marsh cf al, 1986; Marsh u al, 1987). Se pro>pone díesignar a
los alCrgdtlIO)5 po>r las tres primeras letras del genero (le la fuente de
pro>cedencia del alergeno), seguido (le la l)rimera letra die la especie y (le un
numero) romano) que indica el o>rdlen en el tiempo de purificación del
alergeno.>. En el caso> de denominar a un alergeno> no> purificado, pero
bíoquín¡ícaínentc caracterizado, la denominación es la misma, a excepción del
Iltirnero) de orden. Dicha numeración se refiere a su movilidad anódica, si la
caracter¡zac¡óíi se hizo) rnedliante inmunoelectroforesis cruzada, empezando>
por el alergeno de mayor mo>vilidad. Si la identificación se hizo> mediante
SDS-PAGF o isoelectroenfoque, la nonnenciatura es igual pero> cambiando) el
ni.imero> de o)rden o mo)vilidlad por el PI y/o) el PM (en kilo>dlaltons) de la banda
(¡3d).
¡.2 EL GRANO DE POLEN: ASPECTOS BOTÁNICOS
En los ciclos ontogénicos de los animales y de algunas algas, las únicas
células haploidíes son los gameto>s; sin embargo, la gran mayoría de las plantas
poseen un ciclo> de vida basadio> en tina alternancia de una fase haploide y d>tra
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diploide. El individuo diploide (esporofito) no> forma gameto>s sino espo>ras,
las cuales soni células con dotación haplo>ide pero sin capacidad de
fertilización. Estas células se dividen mitóticamente dando) lugar a una
estructura haploide (el gametofito) en la cual se producirá el gameto.
El gameto>fito y el esporofito pueden ser dos entidades independientes o>
pueden estar unidos en un mismo) individuo (gametofito sobre espo)ro)fito o
viceversa). En las plantas más primitivas, como lo>s musgo>s, el gametofito es
una estructura perenne compuesta por miles de células, mientras que el
esporofito es una estructura temporal fowmada por so>lo unos ciento)s de
células las cuales viven y se nutren del ganieto>fito. A medida que se asciende
en la escala evo)lutiva, el gametofito disminuye en tamaño y en número de
células, mientras que el esporo>fito aumenta en tamaño) y en complejidad
anatómica.
El grano> de po>len es el gametofito masculino> de lo>s esperniatoifitos
(angiospermas y gimno>spermas), representando> po>r tanto) la generación
asexual (le este tipo> (le plantas. La naturaleza del grano del polen es la de una
microspora que ha perdlido su capacidíadí de germinar po>r sí sola para dar
lugar a la formación de una planta aut~no)ma.
1.2.1 Morfología del polen de las angiospermas
El polen de las angiospermas está formado por tres capas principales
co)ncéntricas.
La capa central: formada por la célula vegetativa co>n un citoplasma sin
significación especial. Esta célula es en principio> unicelular y haploide, po>r
haber sufrido> tina división reducional. Poco después sufre una división
nuclear, sin membranas divisorias, que dará lugar a la aparición de dos
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núcleos diferentes: el núcleo> vegetativo) y el generativo. Depe]ndiendo de la
especie a la que pertenezca, éste último) puede enco)ntrarse dividido en dos
(núcleo>s espermático>s) antes de ser liberado a la atmósfera, o bien dividlirse
po)sterio)rmente dlurante la emisión díel tubo) polínico).
La capa media: es la intina, que eíwuelve a la célula polmica en su
totalidad, de una manera aparentemente uniforme. Su co)mposicion química
es co>ntusa ya que aunque es totalmente aceptada su composición celulósica,
hay dliscrepancias en cuanto) al po>rcentaje (Sittle, 1960; Bro>oks y Shaw, 1968).
También se han descrito) co>nio co>mpo>nentes de la intina determinadas
sustancias péctícas, calo>sa. polisacáridos y proteínas algunas dIC ellas co>n
funcion enzímática (Knox y Hesh)p—Harrison, 1969). Existe una zo>na
engrosada por encima justo) de la intina que parece tener una compo>sición
química diferente, enriquecida en sustancias pécticas, deno>minada
Zwischenk¿irper (Fritzsche. 1837), cuya función está relacionadia co>n el
desarro)l lo) del tubo> 1)0)11 nico>.
l.Á¡ capa externa: es la exina formada por una sustancia llamada
esporo)polenina. la cual es extremadíamente resistente. Bioquimicamente
Brooks y Shaw (1968) establecen que esta sustancia se forma mediante una
polimerización o)xidativa dic carotenos y esteres de caro>teno>s.
En una exína típica es posible diferenciar dlo)s capas (Eritzsche, 1837), la
capa interna que se le deno>mina enolexina y la externa o ectexina. La
separación entre una y o>tra se establece po>r sus diferentes capacidades de
tinción y resistencia a la acción química, siendo por el momento) descono)cída
la naturaleza bioquímica de tales dliferencias.
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Morfológicamente la endexina tiene una estructura homogénea, excepto>
en las zomas de las aperturas po>línicas. La ectexina por el contrario> está
compuesta por pequeños elementos en forma de barras, radialmente
distribuidas. El dlesarr(>llo y la distribución de éstas es la base (le la
variabilidad mo)rfol~gica de la exina (Walker, 1976).
La ectexina í)o>dría contemplarse como una estructura formada a su vez po>r
tres capas: la capa externa denominada tectum, la capa media, conocida como
co>lumnela O) báccíla y la capa interna o> capa basal que se le llama “foot layer”.
Geométricamente el tectum y la capa basal pLieden ser co)nsideradas co)mo)
fusiones de las partes distales o proximales de la columnela respectivamente.
De acuerdo> con Potonié (1934) hay que dlistinguir entre estructura (textura) y
escultura de la exina. El término estructura comprendie todos aquellos
caracteres oíue son debidos a la forma y disposición de los elementos de la
extna, mientras que el término) escultura co)mprendle las características
externas sin referencia a su construcción interna. Estas características
morfológicas de las exinas ayudan a la identificación de la especie a la que
pertenece un grano> de polen. En la figura 1.2 están representados los
principales tipos de estructuras y esculturas de los diversos pólenes.
1.2.1.1 Aperturas
La mayo>ría de los pólenes presentan sobre su superficie externa zo>nas en
las que la pared se debilita, a fin de llevar a cabo funcio>nes probablemente de
intercambio> de sustancias con el exterior, acomodacio>n del volumen del
polen o> zona ole emisión del tubo> po)línico> (Faegri e ¡versen, 1989).
Colectivamente se les deno>mina aperturas, pero de acuerdo> con su
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Figura 1.2





























morfología reciben el nombre de: porois, si so>n formacio)nes más o meno>s
circulares, incluso> elípticas o) coipos si son hendiduras. A veces es difícil
diferenciar entre un poro elíptico o un coIpo existiendo formas posiblemente
de transición entre uno y otro ya que filo>genéticaniente el po>ro parece ser un
co>lpo evo>lii cio>nado>.
Las aperturas se producen tanto> a nivel de la ectexina como> de la endexina
aunque con diferentes grados. En alguno)s pólenes la apertura de la ecte>na
coincide co>n la de la endiexina pero en o>tros no>.
Hay pólenes en los que algunos elemento>s de la exina quedan aislados en
la región de la apertura como rodeados de una fina membrana. A tal
estructura se le denomina opérculo>. En el poro se presenta como un disco>
central, mientras que en el co)lpo> fo>rma tina franja en el centro) de la
hendidura. Los extremos de la exina en las aperturas puede enco>ntrarse como
el resto> de la exina o> presentar uno>s bordes. Eíi pólenes intectado>s los bordes
se observan como un cambio> de tamaño) o de densidad, mientras que en el
tectado> y semitectado los bordes de las aperturas son frecuentemente más
finos o> más grueso>s que el resto de la exina. El borde de la ectexina que rodea
al se que rodea al coipo margo. Unporo le denomina anulus y al
engrosamiento> de la endexina acompañando a la apertura se le denotuina
co)stal.
El número> y dispo>sición (le las aperturas varia entre especies siendo> ambos
importantes para la identificación de la especie a la que pertenece el polen.
En la figura 1.3 se presenta una clasificación de los pólenes atendiendo a
las características de las aperturas <Faegri e Iversen, 1964).
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Figura 1.3
Clasificación de los diferentes tipos de pólenes atendiendo a las
características de sus aperturas.
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1.2.2 Formación del grano de polen de las angiospermas
Los grano>s (le po>len de las angio)spermas se desarrollan en lo>s saco>s
polínicos de las anteras.
Una antera joven está formada por una masa de células meristemáticas
ro>deadas por una epidermis. A medida que la antera se desarrolla, cuatro>
grupos de células arquesporiales, co>rrespondientes a los cuatro>
microsporangio>s, se van diferenciando> para dar lugar po>r un lado) a las
diferentes capas de la pared de la antera (epidermis, endotecio, capa media y
tapetum) y por otro lado a cuatro grupos de células precursoras de las
microspo>ras (células madre del polen).
La meio>sis de las células madre del polen inicia el proceso> de desarro>llo
del polen. Comsiste en dios divisiones que van a dar lugar a cuatro> micro>spo)ras
unidas por tina pared de calosa. La to)rmación de la pared de cada una de las
microspo)ras, puede llevarse a cabo> durante la división celular O)
inmediatamente después. Po>sterio>rmente la calosa que une a la tretada es
disuelta por enzimas procedentes del tapetum. Una vez liberadas las
microsporas, co)mienzan a desarrollarse creciendo> de tamaño y finalizando) la
fowmación de sus propias paredes. Sufren así mísím una división asimétrica
que va a dar lugar a la célula vegetativa y a la célula generativa, quedando) la
última en el interior de la primera. En la mayor parte de lo>s pólenes de las
angiospermas la célula generativa sufre una nueva división mitótica dando
lugar a la formación cíe dos gameto>s nlasctIlino)s antes de que el polen sea
liberado. Los nutrientes que las células necesitan para estos procesos lo
toman de un fluido que llena el saco) po)línico), de origen tapetal. Este
desarrollo continua hasta poco> antes de su liberación.
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Paralelamente al desarrollo del grano del polen, las paredes de la antera,
principalmente el tapetum, van sufriendo una serie de transformaciones que
facilitan el apo>rte de sustancias necesarias para la formación del grano de
polen y preparan a la antera para su desecación, hecho> que permitirá que éste
sea liberado> a la atmósfera.
¡.2.3 Polinización
Para que un grano> dic p>len alcance su estigma necesita ser transpo>rtado
desdie la antera en la que se formó hasta el órgano> femenino, recorriendo una
cierta distancia más O) meno>s larga. Este fenótneno es co>no>cido> colmo)
polinízacío>n. El vector de transpowte puede ser abiótico>, generalmente el
viento), excepcioinalmentc el agua, o hiótico predo>minantemente insecto>s,
aunque también pueden transportar el polen o>tros animales, incluso> no>
voladores.
1.2.4 Germinación del grano de polen
La germinación es el suceso rnorfogenético más crítico> para que el polen
ultime su función: liberar el gameto masculino> en el saco embrionario,. Para
que este pro)ceso> se lleve acabo con éxito> se requieren unas condiciones
determinadas. Así, se necesita que el grano> de í)o>len se hidrate de manera
adíecuadía (Heslo>p—Harriso)n, 1979; Slíivanna cf al.. 1983; Bar—Shalom y
Mattson. 1977). que en el medio> existan tina fuente (le carbohidratos (Tupy,
196(i). un nivel óptimo) de boro (Schmucker, 1933) y de calcio (Brewbaker y
Kwack, 1963). Para que el proceso> se finalice cnn éxito, también son
necesarias o>tras sustancias co>mo> hormo)nas, vitaminas y determinado>s
amlno)ácidlois que son apo)rtadas por el estigma de la planta (Shivanna y John.
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1989). El pH del medio parece jugar un papel importante en el proceso) de
germinación, habiendo>se descrito> que el polen de algunas especies libera
sustanejas con capacidad tamponante para asegurar el pH necesario en el
medio (Shivana y John, 1989).
La germinación es por tanto) resultado) dc la intercomunicación que existe
entre el poflen y su estigma. En función de las sustancias intercambiadas por el
polen cmi el medio húmedo>, la célula vegetativa inicia O) detiene el
crecimiento> del tubo polínico. Cuando la hidratación se pro>duce fuera del
estigma adecuado), el número de procesos biológicos que se suceden, antes de
que se produzca el aborto de la germinación, varian apreciablemente de
especie a especie y además es dependiente de los nutrientes del medio> en que
se encuentre el polen.
El intervalo> de tiempo) desde que el polen se hidrata hasta que se inicia la
emisión del tubo polínico varia mucho entre los distintos pólenes, o>scilando
entre unos po>co>s minutos y muchas horas. Esta duración está relacionada con
la tasa y el nivel dle dIesarrollo mito>co)ndlrial. En lo>s pólenes con mitocondrias
más organizadas (pólenes tricelulares) este periodo es corto mientras que en
aquello>s que estan po)bremente desarrollao.las se redluiere espacios de tiempo)
más proilongados (pólenes bicelulares).
Durante la germinación, el aparato> de Golgi pasa de un estado quiescente
a otro activo> formador de vesículas y aparecen polisomas y vacuolas en el
citoplasma (Larson, 1965; Cresti cf al, 1977).
El tubo> po>línico emerge a través del po>ro germinativo, en el cual no existe
la exina o> se encuentra recubierto) por una fina capa de ésta. La emergencia
del tubo) es generalmente una extensión de la intina, la cual ha perdido su
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Una vez formado el tubo polínico la célula generativa (o los dos núcleos
espermáticos) y el núcleo> vegetativo> se desplazan a través de él hasta el ápice
del tubo> para que puedan ser liberados y alcanzar la o>vocelula. Este
movimiento parece produeirse a través cíe los microffilamentos contráctiles del
tubo, O incluso) alguno)s auto>res describen que el movimiento se pro>dluce a
través del establecimiento> de un campo eléctrico> (Weisenseel y Jaffe. 1976).
Durante el proceso de emisión del tubo po)línico) el po>len continua su
intercambio) de sustancias co>n el medio) en el que está germiuiandot (figura
1.4)
1.3 LOS POLENES EN LOS PROCESOS ALERG¡COS
Los pólenes que se encuentran en la atmósfera, principalmente los de las
plantas anemógamas, son los respomsables de la mayor parte de las alergia
estacionales. Este tipo) de alergia se caracteriza por la presencia de síntomas
bronquiales, oculares y nasales asociados en algunos casos con malestar
general, pérdida del apetito), irritabilidad y depresíen, durante determinados
periodos del año. Al conjunto> de síntomas se les denominó fiebre del heno>,
pero debidlo a que entre ellos no) se han descrito) ctiadros febriles, actualmente
se les cono>ce como> po>linosis (Falgiani, 199<)). Para que un polen alergénico
induzca los síntomas se requiere que éste se encuentren en el medio>
ambiente en co)ncentracio>nes superio)res a 50 grano>s por metro> cúbico, siendo
los síntomas más severos a concentraciones elevadas (Davies y Smith, 1973).
La cantidad de po>Ien presente en el medio ambiente depende del área
geográfica y dIc sus características climáticas (SO)loIm)n, 1984; D’Amato ct al.
1988; Subiza, l’)80). Las ¡)lantas cíe interés alergol~gico) so)n, por lo> tanto,
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diferentes según los paises y regio>nes de residencia de los enfermos. Dentro>
de las plantas alergénicas hay que considerar que aquellas que posean
períodos dic polinizacion largo)s son las más dañinas, ya que pro)Iongan la
duración de los sính>mas con claro> perjuicio) para el paciente.
1.3.1 Plantas deinterés en alergia
No> es fácil determinar cuales so>n las plantas de interés alergológíco,
principalmente porque los estudlíos sobre este tema son todavía incompletos,
y d1uedail po)siblemente por describir muchas de ellas. Así históricamente se
han co)nsidleradlo) a los pólenes de las coníferas co>mo poco reactivos, pero> en
10)5 ultimo>s años se han incrementado las referencias que implican a estos
polenes en los procesos alérgicos, principalmente entre aquellos de las
y las taxocupresáceas diáceas (Yoo d al, 1975; Yasueda cf al, 1983; Bousquet
oit al, 1984; Bulcho)ltz ct al, 1985 y Panzani oit al, 1986).
Considerando tan 50>1<) 10)5 poWenes cíe plantas que causan pro)blemas a una
gran parte de la población mundial que estén bien caracterizados, lasy
an tas de interés alergo lógico> pertenece n a las siguientes familias:
O ram ineae. Compo>sítae. Chenopodiaceae, Amarantaceae, Urticaceae,
plantaginaceae, oleaceae. Betulaceae, Fabaceae, Moraceae, Ulmaceae y
Fag: ¡cea e.
1.3.2 Los pólenes de las gramíneas
A escala mundial, las gramíneas son claramente las plantas aiergénicas mas
importantes. Esta familia está fo>rrnada pow alrededor de 100(H) especies las
cuales crecen abundantemente por todo> el mundo> excepto> en algunas zonas
desérticas. Por otra parte so>n cultivadas en grandes extensiones co>mo>
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céspedes de jardines y parques, pastos para el ganado> y cereales para la
alimentación humana. De esta forma, la contribución de las gramíneas a la
corneentración de pólenes alergénicos ambientales es alta. También hay que
considerar que debido a su proximidad evolutiva, la mayor parte de los
alergenos del polen de una gramínea poseen determinantes antigénicos
comunes a bis de las demás y que teniendo> en cuenta que entre ellas existen
diferentes periodios dle polinización, los síntomas de pohnosis debidos a las
gramíneas se mantienen durante varios meses.
La clasificación de las gramíneas y el grado> de alergenicidad de sus pólenes
se muestra en la tabla ¡ (Falagiani, 1990).
1.3.2.1 El po>len del centeno>
De to>das las gramíneas mayo)ritariamente cultivadas, el centeno) es una de
las pocas que posee una auténtica po>linización a través del viento. Este hecho>
provoca, que durante la época de polínízacion se acumulen grandes
cantidades (le éste polen en las zo)nas proximas a los cultivo)s, induciendo)
síntomas agudo>s en las perso>nas sensibilizadas que habitan a sus alrededores.
En otros cereales como> trigo>, cebada o> avena la polinización es autógama. por
lo) que su cointribucion al desencadenamiento cíe los sínto>mas alergicos es
escasa.
Tradicionalmente se ha considerado que el polen del centeno contiene
alergeno)s no presentes en otros pólenes de las gramíneas (Benjamins, 1931),
por lo que durante muchos años, en algunos paises con grandes extensiones
de cultivo> de este cereal, se ha suplementado la inmunoterapía co)ntra
gramíneas con extracto>s de polen de centeno. Estudio>s posteriores han
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o;ranuneas alergénicas y grado de importanciaí en alergenícídad de sus pólenes:**** = las
mas alergénica, ~‘~‘ alergénica, ** = levemeí¡Oe alergénica, * algo alergénica, sin
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Botánicamente, el po)len del centeno) ha sido muy estudiado por su interés
en la producción de este cereal (Heslop Harrison, 1979).
Describimos a continuación algunas características de los pólenes de las
gramíneas, resaltando> las distintivas del polen del centeno>, por ser éste la
base de estudio del presente trabajo>. En la figura 1.5 se muestra la imagen del
polen de centeno observada mediante microsco>pía electrónica y se describen
sus principales características físicas.
1.3.2.2 Aspectos mo)rfo>lo)gicos y quirnico)s
a) La pared
Los pólenes de las gramíneas poseen una pared en la que se diferencia una
exina y una intina. La exina es tectada con una bácula corta. El espacio del
lumen representa un 30% del volumen to)tal de la exína. La superficie del
tectum es ligeramente esculturada con un patrón granulado) en el que se
o>bservan unas pequeñas espínulas, no perforadas. Se pueden diferenciar una
ectexina y una endíexina ambas perforadas por numerosos canales. La única
apertura (le la exina es operculada o)bservándo)se en el o>pérculo) una
estructura igual que la del resto> de la exina. La naturaleza química de esta
estructura sigue siendio en el momento> actual objeto> (le estudio> aunque las
evidencias citoquimicas sugieren cíue está formada básicamente por
espo>ro)po>leninas co>n una homogeneidad entre sus dos capas. Se ha descrito>
para la mayoría de las angiospermas que lo>s espaciO)5 de la exina se llenan de
material prOteico procedente del tapetum, sin embargo> en las gramíneas estas
cavidades aparecen vacias desde el co>mienzo) de la formación de la intina.
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Figura 1.5
Imagen tomada mediante microst01)ía electrónica del polen de centeno. En el centro de la imagen se
observa, la única a[)erttlra de este polen que es operculada y con una dimensión de 5 u de diámetro. Su
estructura es tectada, con un relieve supratectal gran nioso de gránulos muy densos, en disposiejon
rugulada, (listrjI)II ¡dos homogéneamente I)o~’ toda la su i)erticie. Es un polen l)rE:lado esferoidal con un eje
mayor ole 48 u.
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Tampoco> se ha o>bservado la capa lipídica de o>rigen tapetal que actua tapando
los micropo>ro>s de las exinas de otros pólenes.
Inmecl¡atamente por debajo> de la exina se ha observado> una capa que es
una prolongación del Zwischenkórper, denominada capa Z la cual es solo
visible en las zo>nas próximas a las aperturas.
La intina, se presenta engrosada en el polo apertural de grano>. En esta
capa se encuentra un sistema de canales radialmente orientado>s que van
desde el plasmalema de la célula vegetativa hacia la capa Z.
Los co>mpo>nentes químicos mayo>ritario)s de la intina son polisacaridos
aunque se han detectado) en esta estructura componentes proteicos
procedentes del citoplasma de la célula vegetativa que se han ido> depositando
durante el pro>ceso> de formación cíe la capa. Dentro> de estas pro)teinas se han
identificado algunas enzimas con actividad ácido> fosfatasa y esterasa (Knox y
I—Ieslop—Harrison, 1970 a; Knox, 1971; Heslop-Harrison cf al, 1975) La mayor
concentración proteica se detecta en la zona apertural. Mediante estudios
inmuno)cito>químico>s se visto, en diversos tipos de pólenes incluidos lo>s de
gramíneas, que estas pro)teínas po>seen actividad alergénica (Kno>x cf al, 197(1;
Knox, 1971: Howlett cf al, 1979; Knox, 198<)).
b) La célula vegetativa
La membrana cíe la célula vegetativa del po>len deshidratado no> posee el
aspecto> de ningún plasmalema; los límites diel pro)toplasto están marcados por
masas o>pacas con pro>piedades de tinción de lo>s lípidos. Las envueltas de las
mitoco.ndrias y de lo>s arniloplasto>s no> quedan resueltas co>n claridad, ni se
distinguen lo>s perfiles del retículo endoplásmico. Los mismos procedimientos
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de tinción para el polen hidratado> ponen de manifiesto) que las estructuras de
las membranas se encuentran reestablecidas.
Los amiloplastos son, con mucho, la estructura mayoritaria del polen de las
gramíneas. En el po>len del centeno maduro se encuentran localizados
formando una gran masa en el po>h) o>puesto> a la apertura dejando> libre de
almidón una franja situada justo> debajo) de ésta. Además de los amiloplastos,
o)tro) coml)o)nente muy abundante en el cito>í)lasma del polen del centeno es
una densa po)blacio)n de partículas esféricas más o menos uniformes
denominadas partículas P. Estas partículas poseen componentes proteicos, y
se les considera como material de partida en la formación del libo polínico.
1.3.2.3 Deshidratación
13)5 grano>s de polen dIc las gramíneas experimentan un proceso> de
desecación 24-48 horas antes de que se produzca la antesis. En esta fase el
agua es liberada a través de los ruicroporos de la exina y de la intina, y a través
de la apertura de germinación. La lasa de agua liberada depende del grado) de
humedad cíe la antera y por lo> tanto> del grado> cíe humedad cíe la planta. Una
vez liberado a la atmosfera sufre una segunda desecación más rápida y severa.
La finalidad biológica de esta desecación es la disminución de la actividad
metabólica durante el periodo cíe tiempo> que dura la po>linización cíe forma
que quede asegurada la viabilidad del po)len. Durante el proceso de
desecación, la membrana de la célula vegetativa pierde su estructura lamelar,
por lo) cíue sus propiedades de permeabilidad y de barrera o>smótica se ven
alteradas. Tras su hidratación cíe forma co>ntrolada, las membranas recuperan
S LI estru un ra ¡ n icial así co mo> la capacídad para controlar el paso> cíe lo>s
sofluto>s (fig 1.6). En el caso> de que la deshidratación sea muy severa se hace
CAP: 1 PAOi.: 4 1
INTRODUCCION
difícil la restauración de las características de las membranas perdiéndose la
capacidad germinativa del polen. El grado de desecación debe por lo tanto
mantener un equilibrio> de forma que se disminuya el metabolismo y se evite
la modificación irreversible de la estructura de membrana.
Las gramíneas, en general, retienen un contenido de agua relativamente
elevado> por lo> que sus periodos de viabilidad son muy cortos, tan solo de
ho>ras.
1.3.2.4 Germinacion
Según lo descrito> por Watanabe (1955), cuando) un po>len de una gramínea
se pone en co)ntacto co>n el medio> acuo>so del estigma, sufre las siguientes
fases: hidratación, expulsión, resorción y germinación. Los nutrientes
necesario)s para que estas fases se lleven a cabo) so>n sintetizado>s, en su
mayoría, durante el perio>do de formación del polen en la antera así como> al
momento de su liberación al medio ambiente. No se requiere por tanto una
gran actividad metabólica en el momento) de su realización. Este hecho>
permite que lo>s pólenes de las gramíneas germinen a velocidades muy altas, la
mayor parte de ellas en menos de 5 minutos, y que algunas de las fases se
lleven a cabo> en cualquier medio húmedo, siendo> tan solo el contacto> con el
agua el factor cíue desencadena el proceso. Se ha descrito> que el tiempo
necesario> para que germine un po)len de centeno>. so)bre el estigma adecuado,
es tan solo> cíe ~fllsegundo>s (Heslo>p—Harrison 10)82). De ellos emplea 30
segundos en la fase de hidratación, recuperando> el plasmalema su capacidad
osmotica It) segundo>s después. Se o>bservan modificaciones sobre estos
tiempos cuando el po>len se encuentra en otros estigmas. En esta fase el agua
penetra al interior del polen, hidratando los coloides citoplasmáticos hasta




Es¡uema de la organización de los componentes de la membrana de la célula
vegetativaen estado hidratado (A) y deshidratado (LI).
que la tensión creada por la entrada de agua, es compensada con la tensión de
la pared. En este mo>mento> la concentración de solutos en el interio)r celular
síuue siendlo) suj>erior a la del fluido) po>r lo> que la tendencia del agua es seguir
½
penetrando>. (Sorno debido> al proweso de desecación sufrido por el polen, la
membrana de la célula vegetativa se encuentra desorganizada y no> actua
co>mo) una barrera osmótica, la presión hidirostática del inter¡o)r celular
pro>vo)ca una pérdida de co>mponentes cito>plasmáticos para compensar la
tensión creada. El agua co>n lo>s so>lutos salen del polen a través de los
Figura 1.6
CAP: 1 FAO.: 43
INTRODUCC¡ON
microporo>s y de la apertura de germinación. Esta fase (expulsión) finaliza a
los 40 segundos de ser alcanzado el estigma. Poco después La membrana
citoplasmática ha reestablecido síí capacidad osmótica, evitando que el
contenidlo> cito>plasmático> se siga perdiendo> y recuperando> el agua liberado>
con parte de ¡os so>lutos (fase de reso>rción). Esta nueva entrada de agua
aumenta la presio>n hidrostática en el interio>r de la célula. Si el po>len se
encuentra sobre el estigma adecuado>, habrá recibido> las señales necesarias
para que la tensión interior prowoque el inicio> de la fase de germinación. con
el crecimiento> del tubo> polínico>. Si no> se encuentra sobre el estigma y el
medio de hidratación no contiene solutos que eviten las tensiones, la mOna se
ro>mpe po>r su zona más débil (la apertura) produciéndose también la ro>tura
de la membrana celular y la brusca liberación del co>ntenido citoplasmático>.
Lo>s pólenes no> viables son capaces de hidratarse exudar y sufrir cho>que
o>smótico co>mo> los pólenes viables, pero> no) SC pro>duce la emisión del tubo>
polínico. (Heslop-Harrison 1979)
1.4 PREPARACION DE EXTRACTOS ALERGENICOS PARA
D¡AGNOSTIC() Y TERAP¡A DE LAS ENFERMEDADES ALERG¡CAS
En 1911 No>o>n describió que los pólenes contenían diversas toxinas que
eran las respo>nsables de lo>s síntomas de la fiebre del heno>. En su co>ncepto
erróneo de que la alergia era una enfermedad de tipo infeccio>so, preparó
uno>s extract>s mediante incubación de lot pólenes alergénico>s en soluciones
acuosas, para ser utilizados como> vacunas. Tras la administración en dosis
crecientes de estos extracto>s a un grupo de enfermos, se o>bservó una notable
mejoría co)n una disminución de la respuesta co)nluntival al contacto con los
pólenes. También se o>bservó que si los incrementos de dosis eran demasiado
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grandes, los síntomas se recrudecían durante las siguientes 24 horas.
Paralelamente Freeman trabajó continnó esto>s trabajos, obteniendo un
beneficio claro> en los 20 pacientes que trató (Freeman, 1911). A pesar del
gran desconocimientos de los procesos que daban lugar a la mejoría, los
resultado>s o>btenidlo>s, junto> con la facilidiad de preparación de los extractos,
favo>recíeron la difusión del n>étodo. Esto>s extracto>s se ha venido> utilizando>
díesde entonces, tanto> para el tratanliento) de la enfermedad como> para su
dlíagnostico. A lo) largo> ole lo)s 80 años que han transcurrido>, los conceptos
sobre la enfermedad, La finalidíad y pautas de la inmuno>terapiía así como> los
nlétodo)s de diagnóstico han ido> evolucio>nando, y lo>s proto>colo>s de
preparación dIc lo)s extracto)s alergénico)s se han ido mo>dificando> según los
criterio)s y co.)no)cinhientos del mo>mento>. Ho>y en día se preparan extracto>s
alergénico>s para tratamiento> y diagnóstico> partiendo> de muy diversas
sustancias. Cada fabricante prepara estos extractos de acuerdo> con sus
propio>s diseños de extracción, de forma que se ha descrito> la existencia de
más de 1(1(111 patentes oliferentes, co)n unos intereses co>merciales elevados
(Yunginger. 1991).
El desarrollo de nuevas tecnologías y la posibilidad de disponer de
anticuerpos mo>no>elo>nales contra la ¡gE, ha permitido estimar la gran
diversidad ole contenido> alergénico entre extractos etiquetados con el mismo>
no)mbre y destinados para un mismo tratamiento>, incluso entre lotes
olilerentes de un mismo fabricante (Baer oit al, 1970). Dado> que la calidad de
lo)s extracto)s, en término>s ole potencia y compo>sicíon, es esencial para la
seguridad del tratamiento> y del dliagno>stico), actualmente se requiere que los
extractos estén c<)nvenienternente preparados.
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1.4.1 Estandarización de extractos alergénicos
Ya en la épo)ca de Noon surgió la necesidad de asignar unas unidades a los
extractos para regular su uso. Estas unidades iniciales fueron asignadas por el
propio Noon y se basaron en el peso> seco> tiel material de partida.
Posteriormente se definieron las unidades de lo>s extractos como una relación
entre el peso seco> del material alergénico y volumen de fluido empleado> para
preparar el extracto).
En 1944, bis miembro>s de la Academia Americana de Alergia
establecieron que lo>s trabajois que se realizaran con extracto)s alergénicos para
ser presentados a congresos o> publicados en The Jo>urnal o>f Allergy, deberían
expresar el contenido) en pro)teína que poseían mediante valoración de
nitrógeno. IAl unidad die extracto>s alergénicos paso a ser PNU (1 unidad —
0(1001 mg de ~ por vaboracion de nitrógeno). De esta forma se
hablaría en una lengua común a la hora de comparar resultados
experimentales. No obstante, la finalidad real que la Academia perseguía con
esta no>rniatíva, era que los extractos se prepararan de una manera fiable, tic
forma que su calidad para la aplicación en la inmunoterapia y el diagnóstico
estuviera asegurada. Además establecieron que la actividad biológica de los
extractos debía ser nledlida mediante test cutaneo)s y se resaltó la importancia
de la calidad y del origen del material de partida (referenciado) por Reed y
Yunginger, 1989>. Todas estas decisiones supusieron un claro intento> dic
estandarización de los extractos usados diariamente en clínica. A pesar de que
los propios miembros de la Academia eran co>nscientes de que las unidades
adoptadas no) eran la so)luci~n definitiva, se han utilizado hasta muy
recientemente ya que, hasta aho>ra, no) se disponía de tecnología adecuada que
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permitiera valorar el contenido> alergénico de un extracto) en relación con su
co)ntenido> pro)teico>.
En 1978. el comité de expertos de la Organización Mundial de la Salud
(OMS> en patrones biologícos, díctó las normas y las pautas para la
preparacloin y el establecimiento de materiales y reactivos de referencia para
sustancias biológicas.
En ¡981.. la Unión Internacional de Sociedades de ¡nmunología de la OMS,
inicia un programa de estandarización de extracto)s alergéníco>s de acuerdo
co)n las pautas establecidas por la OMS, con objeto> de que exista una
prej>aracit>n internacional de referencia. El propósito (le la preparación cíe
estos estandardes de referencia, es que este material bio>l~gico sirva de patrón
comparativo> co>n los patrones nacroniales dic lo>s distinto>s paises,
fundamentalmente para que se puedan definir, en unidades internacionales,
su actividiad alergénica. Con to>dlo) esto> se trata de asegurar al menos la
repe ti tividíad (le la potencia dic los d istí rl tos extracto>s, dismi ¡íuyendo lo)s
riesgos de la inmuno>terapia y haciendo más fiables h>s méto>dos de
diagnóstico> (Aukrust, 10)81; Brede y Goeing, 1980; Falagiani y Mo>rlacchi,
1980; Cretico>s y Norman, 1986; Norman, 1986>.
El pro)ceso> ~~uese sigue para la elabo)racíon de un extracto) de referencia
consta de dos fases (Yunginger, 1991>. En la primera etapa, lo>s miembro>s del
Comité dIc estandíarizacion de extractos dle la Unión lnternacio>nal de
So>ciedades de lnmuno>logía establecen unos criterios sobre fuente del
material de partidía, métodos (le extracción y composición de los extractos
[.>ro)puestoIscomo estandardes (Anderson y Baer, 1987; Yunginger, 1988;
Marsh, 1987: Philips, 1987; Ohman, 1987: Spieksma, 1987; Aukrust, 1987:
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Anderson, 1987). En los extractos de pólenes en los que alguno de sus
alergenos hayan sido> aislados y caracterizados, se debe especificar a que
concentración se encuentran éstos en la mezcla. También se hace un estudio)
de los co>mpo)nentes individuales del extracto) mediante inmunoelectroforesis,
CR¡F. lEE, PAGE, inmunoblotting, así como de su actividad biológica,
mediante inhibición del RAST, pruebas cutáneas y liberación de histaniina.
Después de este estudio, se preparan lotes de los extracto>s candidatos y se
distribuyen entre los niiembro>s del subcomité para su estudio. Si alguno) de
ello>s reune co)ndliciones, se pro>pone co)mo) estandarol de referencia. En la
segunda etapa el candidíato es apro>bado por la OMS; para ello> se lleva a cabo>
un estudio> en colaboración internacional para confirmar que el material
pro>puesto. reune los criterio)s de pureza, actividad, esterilidad y estabilidad
para ser utilizado co>mo estandard internacional de referencia.
Posteriormente se prepara el extracto> en grandes cantidíades y se envasa en
ampollas asignándlosele unas unidades arbitrarias dic potencia, lUs.
Durante los flltimos lO años se ha progresado mucho en estandarización de
extracto)s alergénícos: sin embargo se ha creado) un cierto) co>nfusionismo
principalmente so)bre el sentido> que tienen las unidades die medida de los
extractos y soibre el uso práctico> de los estandardes (Baer, 1988; Platts— Milis y
Chapman, 1991). Dos posturas opuestas han surgido): 1) la de los que piensan
que las unidades que se empleen deben de ayudar a predecir la respuesta
biológica y que las unidades deben basarse en pruebas cutáneas, y 2) la dIc lo>s
que piensan que debido) a que la respuesta de cada paciente es individual,
cualquier evaluación dic la potencia basada en pruebas cutáneas o en pruebas
de RAST depende de lo>s pacientes seleccionados y por 1<) tanto no> es la
solucioin ideal a largo) plazo. Por o>tra parte, se co>ntenipla que es el pro>pio)
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extracto> el que se usa para definir a quien se selecciona para probar la
potencia dcl extracto) lo> cual conduce a un ci rcu lo> vicioso. Estos últimos
co)nsideran oíue la estandarización debe de tener co)mo otjetivo> hacer medidas
cuantitativas de bis co>nstituyentes definidlo)s dic un extracto> y que las unidades
no) deben implicar predicción alguna de la respuesta ín vívo.
En el mo>mento) actual es generalmente aceptado que dos extractos con una
po)tencia alergé¡iica dic las mismas unidades internacionales pueden poseer
una capacidad hipoisensibilizante muy diferente y dar distinto> diagnóstico> a un
mismo> paciente. Esto> se díebe a cíue la co)mpo)sicio>n y proporción de los
alergenois en la mezcla es variable tlepentliendo del métodoí tic extracción
empleado) y la forma actual dIc mcdlir la actividad alergénica no dlistingue si
ésta se debe a la presencia de uno> o de vario>s alergeno>s en la mezcla. En este
sentido los objetivos dic l0)s último>s años para mejorar las preparacio>nes de los
extractos se centran en las siguientes considleracio>nes (Yunginger, 1991;
Malling, H.i.. 1988):
• 1) el material (le partida debe ser estudiado> para mejorar la
preparaci~n de los extractos.
• 2) es necesario) tener más información sobre los componentes
indlividuales de las mezclas y soibre su importancia en la reaccion
alérgicas.
• 3) se deben hacer medidas cuantitativas tic los compo>nentes
alergénicos que posea el extracto>.
• 4) para que to>dlo>s los pacientes dlueden cubiertos po>r la inmunoiterapia
y para que el diagnóstico> sea co>mpletamente seguro>, todias las
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sustancias potencialmente alergénicas deben de estar incluidas en lo>s
extracto)s.
• 5) la l)uriíicación de alergeno>s facilita lo>s trabajos die estandarización y
ayudan al dliseflo de nuevo>s tratamiento)s.
1.4.1.1 Criterios de la lUIS yole la OMS sobre preparaciones de extracto>s dc
referencia de pólenes
Una serie dic criterios escritos han sido formulados por el grupo de trabajo)
para la estandarización de extractos de esta unión de sociedades los cuales
han sido> distribuido>s entre aquellos productores de cxtracto>s que dieseen que
ésto>s sean candidatos extractos de referencia (Yunginger, 1988; Anderson y
Baer, 1987; tvlalling, H.J., 1988). Con respecto) a la preparación de extractos a
partir de los pólenes se valo>ran lo>s siguientes aspectos:
En cuanto> al o>rigen de la materia prima se establece que los pólenes deben
de proceder de fuentes de establecidía consistencia y ser reco>lectados y
seleccio>nados por personas expertas en botánica. No deben de co>ntener
pólenes extrañois u o>tros co>ntaminantes en un porcentaje superior al 1%, ni
fragmentos de plantas por encima cíe un 5%. Para su co>nservación el polen
debe de estar seco> y almacenado> bajo> ambiente de nitrógeno> a o por debajo)
dc 4-4 0C. Lo)s pólenes deben de ser delipidados antes de la extracción co>n
eter-petroleo) en un aparato> Soxhler.
En cuanto) al méto)do de extracción se acomseja la utilización de agua
destiladía apírógena para la incubación. Esta debe realizarse co>n co>ntinuo
movimiento) a 4 ~C durante 18—24 ho)ras. El pH díel extracto) debe (le ser
mo)nito)rizado> durante la extracción con adición de NaOH de forma que el pH
del medio> se mantenga entre? y 7.5.
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Lo>s patrones electroforéticos, dIc ¡EF. o> de CRíE deben de ser
comparables co)n 10)5 ya publicados en lo>s diferentes estudlios previos.




13130) de lo>s principales problemas que presenta ho>y en día la preparación
de extractos a!ergénico>s es la falta de homogeneidad entre extractos
preparados por diferentes laborator¡os a partir de una misma fuente de
alergeno)s. Las causas dIc esta variabilidad no han sido suficientemente
estudiadas, considerándose que pueden deberse a diferencias botánicas entre
pólenes recolectados en diferentes áreas geográficas, O) quizás a las diferentes
meto)dolo)gías enipleadías para su preparacion.
El diseno> de estas nletodlolo)gías se ha basado> desde hace 80 años, en la
o)btencion dle un alto> co>ntenído> pro)teico>. Las co>ndiciones de incubación y el
tiempo de extracción se ajustan de forma que se evite el díeterioro de los
cO)m ~O)nen tcs extraídlo>s, así como el crecimiento bacteriano>. La tecnolo>gía
actual ha puesto) en evidiencia que no siempre se co>rresponde una buena
potencia alergénica de un extracto), con un alto contenido> pro>teico. Por esta
razón, entre o>tras. actualmente se considera que un conocimiento biológico
del material dIc partida puede contribuir a la optimización de la metodología
de preíaraciin de lo>s extracto>s alergénico>s empleados en el diagnóstico> y
tratam¡ento de las alergias.
En el presente trabajo>, hemos considerado> que un grano (le polen
alergénico> es un ser vivo> que se encuentra en la atmósfera inactivo> debido> a
su desecacion, pero que recupera toda su capacidad biológica cuando> entra en
corntacto u>n [¡13 medio) húmedo>. Según esto>, la humedad del órgano de
choqtíe podría ser suficiente l)ara el inicio de una serie de procesos iguales a
los que o)curren cuando) el polen alcanza el estigma. Dentro) de éstos se
incluirían hidratación, exudación, reabsorción e inclusive em¡sion del tubo>
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polínico, dependiendo de la especie a la que pertenezca el po>len. Los pólenes
po>r tanto>, po)drían liberar sus alergeno)s no por simple difusión síno>
dependiendo de procesos más complejos regulados por las co>ndiciomnes del
tejido alcanzado. También hemos tenido> en cuenta, la alta resistencia de los
pólenes a la degradación, hecho que permite que algunos de ellos puedan
encontrarse intactos en heces. ~Segúnestas consideraciones, las proteínas
alergenícas serían aquellas que el polen libere durante los proceso>s que
ocurran en el tiempo> de permanenc¡a en el órgano de choque, ya que aquellas
que quedan en su interior no llegarían nunca a entrar en contacto co>n el
sistema inmune.
La base de las diferencias que se o>bservan entre los extracto>s preparados a
partir de un mismo tipo> de po>len, niediante diferentes tecnologías, pudiera
encontrase en los distintos comportamientos que el polen puede manifestar
dependiendo> del medio> en el que se encuentre.
Por to>do ello, nuestro)s objetivos en el presente trabajo> fueron:
• 1) Estudiar si la emisión de bis componentes del poLen de Centeno>,
durante bis procesos de incubación, se produce por simple difusión o
guartía relación co>n bo>s procesos bo>túnicos que o)curren en este po)len,
cuandlo) entra co>ntacto> co>n el agua. Para ello nuestro> planteamiento> de
Irabajo fue el siguiente:
a) ¡ncubar el polen de centeno retirando> los coimponentes extraídos
a diferentes intervalos de tiempo, seleccionados en función de los
pro>cesos botánicos descritos poir I-leslop—Harrisomn (1979), previo>s a la
germinaclo)n de este polen.
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b) Analizar, a nivel cuantitativo> y cualitativo), los componentes
liberadois a los distintos intervalos.
• 2) tina vez conocido> cómo se liberan los co>mponentes, nuestro
segundo> o>bjetivo fue identificar cuales eran los alergénico>s,
determinando> 10)5 periodo)s ole máxima em¡s¡ón de cada uno> de ello>s.
• 3) 1’enienoio en cuenta que los pro>cesos bo>tánicos pueden ser
variables dependiendo) del medio en el que se encuentra el po>len, y lo>s
estudios sobre influencia del pH en la extracción de algunos alergenos,
nuestro) siguiente objetivo> fue conocer cómo> influían las condicio>nes de
pH del medlio tIc incubación sobre las características (le la cinética de
ciii is¡ 0)13 de lo>s diferentes componentes.
• 3) lina vez co)no)cidlo>s co)mo) y cuando> se liberan b>s componentes
alergénico>s, nuestro> interés se centró en la aplicaci~n ole la info>rmación
obtenida para la búsqueda de unas condiciones y tiempos de incubación
que ¡i0)s permitiera obteííer extracto>s fraccio>nados, enriquecidos en
dli ferentes alergeno)s. Estos extracto)s serían utilizado>s como punto> de
partida para la purificación tic alergeno)s.
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3.1.1 Especificaciones de los pólenes estudiados
• 1) Pólenes de Juan Antonio> Jiménez.
— a) Polen 1987
Especie: Secale cereale L.
Fecha de recolección: Mayo 1987.
Pureza: 97 <Y.
Restois de planta: 2 <Y.
Pólenes extraños: 0,2 <Y.
Partículas extrañas: 0,3 <Y
Esporas: 0,1 ú/(
Método de recolección: Siega de la planta, colo>cación en agua
dic la parte inferior de los tallos, desprendimiento espontáneo
del po>len sobre papel cristal.
Pro>cesamiento: Tamizado y desecado>.
Almacenado>: En nevera con desecante a 5 “C, el primer
suministro> y el segundo) congelado a —30 0C.
—~ b) Polen 1989
Especie:Secale cereale L.
Fecha de reco>lección: Mayo) 1989.
Pureza: 97 <Y
Restos de i>lanta: 2 §4.
Pólenes extraño)s: 0,1 <Y
Partículas extrañas: 0,6 <Y.
Esporas: 0,05 %.
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Método de recolección: Siega de la planta, colocación en agua
de la parte inferior cíe los tallos, desprendimiento espo>ntáneo>
del poflen so>bre papel cristal.
o Procesamiento: Tamizado) y desecado.
O Alniacenado: En congelador a -30 ‘LS.
c) Po>len 1991
O Especie:Secale cereale L.
Fecha die recoilección: Abril [0)91.
~ Pureza: 98 <Y
~ Restois de planta: 1 Wc.
~ Pólenes extraños: 0,1 <Y
~ Partículas extrañas: 0,7 <Y.
o Espo>ras: 0,05 <Y.
~ Méto>do de reco>lección: Siega de la planta, colocación en agua
de la parte inferior de los oallo>s, desprendimiento espontáneo>
del po>len sobre papel cristal.
o Pro>cesamiento: Tamizado y desecado).
O Almacenado: En nevera, Cori desecante a 5 0C
• 2) Pólenes de Sigma.
~ Especie: Secale cereale.
“ Fecha de reco>lección: no> especificada
~ Pureza: 97 <Y.
~ Restos de planta: menos dIel 1 <Y.
o Pólenes extraños: menos del 1 <Y.
Partículas extrañas: no> determinado>.
o Espo>ras: menos del 1 <Y.
<~ Método> de recolección: Mediante vacio
o Procesamiento: Desecado con vacio) durante 24 horas a 38 0C.
~ Almacenado: Congeladio con desecante.
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• 3> Pólenes de Allergon.
o Especie:Secale cereale.
Fecha de recolección: no especificada.
Pureza: 9<) <Y.
Resto>s de planta: 10 ~t.
Pólenes extraño>s: meno>s de 0,5 <Y.
Partículas extrañas: meno>s del 1 <Y.
Espo>ras: menos del (1,3 <Y.
Método> dle reco)lección: reco>lecci~n de la parte floral ole la
planta y desecado>, con separación mecánica díel polen.
Pro>cesamiento: Tamizado> y desecado co>n aire caliente a 35 0C.
Almacenado: En nevera a 2-8 0C.
3.2 REACTIVOS EMPLEADOS
To>dos lo)s reactivd>s utilizadlo>s en el presente trabajo> fueron de grado>
an¿¡l itíco y han sido 5 LirnÍ rustrados po>r las sigo ¡entes casas comerciales:
• Reactivos de Merck (Darmstadlt Alemania):
Cloruro sódico, ácido clorhídlríco, carbonato> y bicarbonato> sádico,
sacarosa, carbonato> cálcico), nitrato) die plata, po>n’ceau 5, ácitlo>
triclo)ro)acético. reactivo> dle Polín. sulfato de cobre pentahidratado,
tartrato> potásico>, carbonato sódico, azul de co>omassie R—250
• Reactivo>s de Sigma (St Missouri. EL. UU.)
Glicina, Tris (trizma—base), TEMED, azul de bromofenol, tio)sulfato
sádico, ácido> ó—amino,hexano>ico, tween—20, 4—Cloronaftol, hidróxido
sódico, ácido sulfosalicílico). fast—green, n—octil—gluco>piranósido>, urea,
sero)albúmina t~o>vina tipo> V
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• Reactivos de Bio-Rad (Richmond, California, EE.UU.):
¡<it (le valoración de proteínas p~>~ el método de Bradfordl,
sodio>do>decil-sulfato>-sódico (SDS),
• Reactivos de Carlo Erba (Milán, Italia>:
foisfato> sódico mono)basico, fosfato> l>o)tásico) bibásico, agua oxigenada
• Reactivo>s de Pbarmacia-LKB (Upsala, Suecia):
Acrilamida, bisacrilamida, amo>nio persulfato, Gel—Bound
• Probus S.A. (Badalona, España):
Metano)l, ácido) acético>, formaldehido
• Flow (Irvine, ¡ríanda):
Suero de ternera fetal
3.3 PREPARACION DE EXTRACTOS EN TAMPON FOSFATO
Las primeras preparaciones de extracto>s del presente estudio> se realizaro>n
incubando con tampón fosfato los pólenes de JA. Jiménez recolectados en
1987.
3.3.1 Extractos totales (El)
Los extractos to>tales se prepararo)n mediante incubación de 5<) mg de
polen de centeno) en un ml de PO4HNa2-PO4H2K 1<) mM, 150 mM CINa pH
7.4 (PBS), durante 19 ho>ras a 4-8 0C con ro>tación suave. Al final de la
incubación la suspensión se centrifugó durante 2 minutos a 1200<) rp¡n en una
microcentrífuga TM 11 de Beckman. El sobrenadante fue filtrado
sucesivamente a través de los filtros de HVLP 0.45 mg y GVWP 0.2 mg de
Millipore y po)sterio>rmente co>ngelado a —41) 0C hasta su uso.
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3.3.2 Extractos a tiempos parciales
Paralelamente a las extracciones totales se realizaron las extraccio>nes a
tiempo)s parciales. Para ello> se resuspendieron 50 mg de polen en 1 ml de
PBS, incubándose durante 19 h a 0-4 0C Esta incubación fue interrumpida a
1,5 y 30 mm, 1. 2, 4, y 19h (tiempo>s considerados olesde el inicio> del proceso),
mediante centrifugación de la suspensión. Cada vez se recogió el
sobrenadante y cl sedlimento fue nuevamente resuspendido> en un mililitro> de
tan~i)o)n para continuar el proceso). A lo)s extracto)s así preparados se les
denominó respectivamente El, ES. E30, Elh, E2h, E4h, El9h. Los tiempos
de estas extracciones parciales fueron po>steriormente mc>difícado>s, en
función de los resultados obtenido)s, y 10)s nuevos periotlos de incubaciones
parciales fueron: 1, 5, 15 minutos, 1 h, 4h y 19h, y a los extracto)s lo>s
denominamos EJ. LS, E 15, El h. E4h y E 19b.
3.3.3 Extracto sonícado (ES)
Este extracto) se preparó resuspendiendo 50 mg de polen en un ml de PBS
dic la misma forma que el extracto) total. La suspensión fue puesta en hielo> y
se so)nico) alternando> pulsos dle 1 minuto> de so)nicaci~n y perio)dlo>s de descanso)
de 30 segundos, para evitar el calentamiento dle la muestra. El proceso se
finalizó a los 15 nuinutos, obse¡wúndlo)se al microscopio óptico> que se habían
l)roducido) una elevadia propo)rcio>n de roturas (92 <Y) La muestra se
centrifugó y el sobrenadante se filtró co>mo> en el extracto) anterior,
co)¡lgelandose hasta su uso>.
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3.3.4 Recuento de pólenes rotos
Con el fin de asegurarnos que las proteínas habían sido liberadas po>r el
polen según las características cinéticas de emisión de cada una de ellas y no
porque el po>len se rompiera, se llevó a cabo un contro>l microscópico> del
número> de polenes ro>tos en cada uno> de los sedimentos recogidlo>s en las
diferentes extracciones totales y parciales.
3.3.5 Pólenes de Sigma y Allergon
El estudio) de 10)5 co)mponentes de estos pólenes se realizó preparando
simultáneamente extractos totales y parciales, en tampón fosfato, con pólenes
de Allergon, Sigma y i.A. Jiménez de 1987. Las extracciones se realizaron
como con el polen anterior con tiempo>s de inct¡bación de 19 horas para los
extractos to)tales y las extracciones parciales se recogieron a: 1, 5 y 15 minutos,
1, 4 y ]9h, del inicio> de la incubacion.
3.3.6 Pólenes de diferentes lotes de JA. Jimenez
Para conocer las diferencias existentes entre pólenes de un mismo
suministrador, se prepararon extractos a partir de pólenes recolectados en
i987 (unos co>ngelado>s y otros conservados en nevera 4 0C), pólenes tIc 1989,
y pólenes recién reco>lectados (en 1991). El estudio> se realizó preparando>
extracto>s to)tales y parciales de forn>a simultanea de Io>s 4 pólenes. El
pro)cedinhiento> de extracción y los tiempos de incubación fueron los nl¡smos
que en el estudio> de los pólenes anteriores.
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3.4 PREPAR&CION DE EXTRACTOS EN D¡FERENTES CONDIC¡ONES
DEPH
¡ti estutíjo de la influencia del pH sobre la extracción de los componentes
del po>len del centeno> se realizó obteniendo extracto>s to)tales y parciales en
tres tampones diferentes, realizándose todas las incubacio>nes en paralelo>. Los
tampo>nes empleados fueron: glicina Cli] 1<) mM, 15<) mM CINa, pH 3,
PO4IINa=-PO4H2K10 mM , 150 mM CINa, pH 7.4 y CO3HNa- CO3Na2 1<)
mM, 150 mM CINa, pH lO. El estudio) se llevó a cabo> co>n pólenes de 1987 y
po)steriormente co>n pólenes de 1991, siguiendo el mismo) procedimiento> en
ambo)s.
Se pusieron 5<) mg de po)len en 6 tt¡bos tipo> Eppendorf, tIc 1.5 ml. A tres de
ello)s se les anadio> un ml del co)rrespo>ntliente talupon y se resuspentlieron a la
vez, incubándí>les con rotación suave durante 2<) h a 4 0C. En los otros tres
tubos se anadílo, análogamente, un mi de tampón de fowma que el polen 130) se
mezclara con el liquido. Una vez añatíldo) en to)do>s los tubos se considero>
tiempo cero y se agitaro>n manualmente lo)s tres a la vez. Al minuto dle
agitación se centrifugó el polen durante dos minuto>s en una microcentrífuga
Beckínan TI 1, reco)giéndlo)se 1o)s tres so>brenadantes y resuspendiendo> a
corntinuación cada sedimento> en un ml del tampón de incubación. La
Co?: o trí fugación sc repitió a los 5 y 15 mi uy to)s, 1, 4 y 21) horas desde el inicio
oid proceso>. El procedlimiento) de filtración de lo>s extractos y su conservación
se hizo igual que en las extraccio>nes anterio>rmente descritas.
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3.4.¡ Extracciones con cambios consecutivos de tampón
Este tipo) de extracción se realizó así mismo> co)n los pólenes de J.A.
Jiménez reco>gidos en 1987 y en 1991.
Con los primeros, (1.5 gramos de polen fueron suspendidos en 1(1 ml de
tampón glicina CIH 10 mM, 150 mM dNa pH 3. co>n agitación manual en do>s
tubos oliferentes (1 y 2). La incubación de amho)s se realizó en paralelo), con 15
minutos (le desfase. Cada suspensión se ncubó dlurante 15 minutos,
filtrándose al final de este tiempo) mediante succión por vacio, para recoger el
so>brenadante y resuspendiendo> de nuevo> el ~)o>lenen o>tro>s 1<) ml de tampón,
para continuar la incubación. Las filtracio>nes y resuspensiones se repitiero>n a
la hora, y a las 2<) horas del inicio del proceso>, de la ¡nisma forma en las do>s
suspens¡o>nes ole po>len. A este ultimo) tiempo) se lavó el polen del tubo> 1
añadienolo>, una vez seco> por filtración, II) nW de tampón de incubación
mientras se mantenía la succión por vacio. El polen fue después resuspendido
en el mismo tampon para co>ntinuar la incubación. En el po>len del tubo 2 se
realizó el mismo> lavadlo> y resuspensión pero el tampón que se utilizó fue
PO4HNa2-PO4H2K 1<) mM, 150 mM CINa, pH 7.4. Después de 12 ho>ras de
incubación en estas condiciones, se paró el proceso> mediante filtración. El
polen del tubo> 1 se lavó nuevamente y se resuspendió en el tampón de
partida, mientras que el polen del tubo> 2 se lavó y resuspendió en tampón
CO3HNa- CO3NU2 1<) mM, 15<) mM CINa, pH 10. Después de 12 ho>ras se
finalizó la incubación recogiéndose de nuevo) 1o)s fluido>s mediante filtración.
Toolo>s los sobrenadantes recogidos en este proceso fuero>n filtrados
sucesivamente a través de Los filtros de HVLP 0.45 m~1. y CJVWP 0.2 ~ de
Millipo>re congelándo>les dlespt¡és a —40 o(’
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Con el po)len ole 1991 el procedimiento> fue modificado en los tiempos de
extracción debido a las dílferencias o>bservadas en las cinéticas ole emisión de
este poden. Los tiempos de filtración fueron 1, 5, y 15 ruin 1, 4, 20, 32 y 44h. El
nléto)d(> seguido> y los tiempos a lo>s que se realizó el cambio> de tampón fueron
iguales oíue los del polen dIc 1987.
3.4. 1.1 Pruebas ole alergenicidad in v¡tro.
La Co>iflpro)b=tciofl de la alergenicidladl dic los extracto>s obtenidos con
cambios consecutivos ole tampón a partir del polen de 1987 fue realizadkt
mediante la técnica de RAST, utilizando) el kit de Pharmacia Phadebast.
Se prepararon olisco)s ole nitro>celt¡lo)sa ole 5 mm de diámetro> y se añadieron
2(1 de ellos e u un ml de cada u no ile los extractos obtenidos, di 1 u idí>s a u mi
co>ncentración de 0.48 mg/ml. Después de 24 boiras ole incubación a
temperatura ambiente, lo>s filtros se saturaro>n con BSA al 2% en PBS,
Incubanolo) a 37 “C durante una hora. A cointinuación se quitó el exceso ole
pro)tc.ína no> unida mediante tres lavatlos co)ilsCcutivO>5 dIC los filtros, de 1<)
ni¡nuto)s catía uno. Un filtro dle catía extracto fue incubadlo> co)n 50 4 de suero)
ile paciente a teiflperattir=iambiente durante 3 horas. El ensayo se llevó a
cabo>, indlividualmente, con suero) dIc 1<) pacientes. Finalizadía la incubación, se
lavaron> los filtros abundantemente coin PBS qt¡e contenía Tween 20 a (1.5 Wc.
¡25Posteriormente se añadliero>n 50 tI de igO anti IgL marcada con ¡
incubándoise 18 h a temperatura ambiente. Después de 3 lavados abundantes
de 10 minutos de dluraci~n, se aspiró el líquido y se midió la radiactividad
uniola. El calculo ole la [gE específica ligada se hizo> a partir de la curva ole
calibración del kit que compara la radliactividad detectada en los filtros con la
que se une a 0.35, 0.70, 3.5 y ¡7.5 PRU/ml de ¡gE.
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3.5 TECN¡CAS ELECTROFOR]?TJCAS
3.5.1 Eleetroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de detergente
Sodiododecil lauril sulfato (PAGE-SDS)
Las electrofo>resis en este tipo> de geles se realizaron empleando un sistema
discontinuo> de acuerdo con lo descrito n’ LaCn1mli (1970), utilizando) un
rnicro>sistema de electro)foresis vertical de Hoefer Scientific Instrumenís
(cubeta SE—250). Las placas se montaron de acuerdio con las descripcio>nes del
fabricante del sistema electroforético, sellando la parte inferior con agarosa al
2 <Y. El gel concentrador se realizó a una comcentración p/v de acrilamida del
<$ <Y, (1’ e <¾)y una concentración p/v de bisacrilamida de 0.32 <Y,
(C=2.15 <Y) en tampón Tris- CIH 0.125 M. pH 6.8 con un corntenido de
detergente del 1 <Y (p/v). Los geles distanciaoIowes se prepararon com un
po>rcentaje del 12 ó 13 ~ de acrilaniida y con la misma relación de
l)isacrilamida que 10)s anteriores, en tampon ‘Iris CIH (1.375 M, pH 8.9 con un
1 <Y (p/v) de SDS. La polimerización de 10)5 geles se llevó a cabo añadiendo
12.5 >i de TEMED y 7.5 mg de persulfato amónico po>r cada lO ml de gel
preparado.
En los geles que se tiñeron con azul de coomassie, se puso un volumen de
muestra que contuviera 60 xg de proteína. Previamente se precipitó con ácido)
triclo)roacético) la pro)teína, recogiéndose el precipitado> mediante
centrifugación y resuspendiéndose en tanipon de electrofo>resis.
En lo>s geles teñidlo)s con plata la cantidad ole proteína analizada de cada
muestra fue de 1<) p~g (valores calculados a partir de los dlato)s del método de
Lowry), sin precipitación ácida. En los extractos obtenidos durante el primer
minuto, la cantidad de proteína estimada no> permitía ver bandas con la m¡sma
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intensiolad que en lo>s otro)s extracto>s por lo) que se incrementó la cantidad
puesta hasta su visualización. En los estudio>s electro>foréticos de las proteínas
de lo>s J1)ico>s cromato>gráfico)5 se pusiero>n de lO a 15 4 de cada fracción,
En cada gel. para que el proceso> fuera homo>géneo, se igualaron los
vo>lúmenes de las diferentes muestras al mayor ole los requerido>s añadliendlo>
0.062 M Tris—CIH pH 6 a las de meno)r vo>lumen. A to)das ellas se les añadió un
vo>lumen ole meolio) de muestra (6 <Y SDS, 40 <Y p/v ole sacarosa, 0,02 ~/0de
azul de bromo)feno>l en 0.125 M Tris—CIH pH 6) oí.t¡e fue la mitad del volumen
de muestra preparado y se pusieron al bañ> María a 90—100
0C durante 3
nunt¡tos Posteriormente fuero>n aplicadías a lo>5 geies para ¡nicoar el proceso).
El tampón de electroífo>resis empleado> fue Tris 0.025 M, glicina 0.192 M pH
8.5, co)n un 0.1 <Y (le S¡)S. Towlos los reactlvo>s utilizados en los procesos
e lectro>foréticos se prepararo>n util izanolo agua para inyección bidestilada,
api ro5gena. ole la casa co>mercial 1 BYS.
El pro)cesIl electro)fo>rético> se realizó utilizando> una fuente ole alimentación
no estabilizada. La intensidad fue (le 25 mA y 5<) ½‘por gel, regulándose
manualmente. periódicamente. El pro~ceso se mantuvo> hasta que el azul dle
bronlo)feno)l se visualizó al final díel gel (una hora y meolia dIc proceso).
3.5,1.1 Tinción de geles con azul de coomass¡e R-25<)
tina vez finalizado el proceso electrofo)rético lo>s geles se pusieron en una
cubeta (le plástico> y se añadió 250 ml ole una so>lución fijadora que co)ntenfa el
co>lo>rante: metanol/acético>/agua (40:50:1<) y/y), 1 <Y de azul de coomass¡e
1<250. i.,os geles se dejaro>n en esta so>lución, co>n agitación suave, durante 20
horas y posteriormente se olesti~ero)n con una soluci~n de
iuetano)l/acético)/agua <1<1:10:80). hasta que el fondo estuvo) transparente.
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3.5.1.2 Tinción de geles con plata
Se cambió de método de tinción por que este nuevo) método valoraba con
mayor sensibilidad que el anterior y se necesitaba nieno>r cantidad de muestra.
El rnéto>do> es muy similar al descrito) para proteínas vegetales por (Blum ¿4 al
1982), los geles sometidIos a electro>foresis se fijaron en una solución de
metanol/acético/agua 50:12:38: y/y, durante 2 horas. Posteriou-mente se
incubaron durante 17 horas en etanol al 30 <Y. A continuación los geles se
sumergieromn en una soilución de tio)sulfato) sódico (50 rng/25<)ml) durante un
minuto>, lavándose a seguidamente co>n agua bidestilada durante 2<) segundos,
repitiendo este pro>ceso tres veces.
Después de los lavados, el gel se incubó durante 20 minutos en una
solución de nitrato de plata al <).2 <Y que contenía 0.03 <Y de formaldehido y
finalizada la incubación se lavó tres veces en agua destilaoia co>mo en el paso>
anterív>r.
El revelado> del gel se realizó con una solución de carbonato cálcico) al 6 <Y
(plv), 0.018 ~/ode formaldehido y 0.01)04 9/o de tiosulfato> sódico, hasta que se
v¡sualizarom las bandas, parándose la reacción sumergiendo el gel en una
so>lueión de metanol/acético/agua (50:12:38 y/y).
3.5.2 Detección de alergenos mediante inniunoelectrotranferencia
La identificación de las proteínas alergénicas se realizó transfiriendo las
proteínas de los extractos, una vez separadas mediante electrofonesis en geles
ole poliacrilamiola, a unas membranas inertes de nitrowelulosa de 0.45 mg de
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Bio—Rad O) de Jnmo>bil~n P (membranas de difluo>ruro de po>livinilidieno) de
Mil lipore, empleando para ello> un pro>ceso> eléctrico>. Estas membranas
poseen capacidad para unir proteínas de forma permanente. Inicialmente se
usaron las membranas die nitroicelulosa, [)ero)posterio>rmente se utilizaro>n las
ole inmoibilón porque se o>btenía mayo>r eficacia en la unión así como> mas
nitidez en las bandas transferidas, aunque el co)mpo>rtarniento> ole ambos es
muy similar. La idlentificaci~n de lo>s co)mpo)nentes que eran alergénicos se
llevó a cabo detectando la ¡gE específica que se unía a ellos en una reacción
Innlilno>dluimica co>n st¡eros ole pacientes alérgicos al po>len del centeno>.
El proweso seguido fue el siguiente:
• En cada análisis se transfirieron do>s geles, realizadois en paralelo) co>n
las mismas ¡nuestras. Las transferencias se llevaro)n. a cabo> mediante un
sistema semi-seco, utilizando> un aparato) Milliblo>t SDE (Millipore).
l/ste sistema, basado) en la metodolo>gía cte Towbin ¿4 al (1979), emplea
co)mo) electrodo>s dos [)lacas de carbo>no y los tarnpo)nes se encuentran
embebidos en pape) Watbman 3 MM. Dos trozos de este papel, de las
mismas dimensiones que el gel se empaparon en Tris 0.3 M, Metano>l
1<) <Y., pH 10.4 (tampón 1 oId áno>dlo)) y o)tro>s olo>s papeles del m¡smo)
tamano se empaparo)n en Tris <1<125 M, Metano>l 10 ~c, pH 1<1.4
(tampón 2 oíd áno>olo>). Lo>s papeles co)n el tampón 1 y 2 se pus¡ero>n
alineaolo>s sobre el ánodo y co>n una pipeta a mo>dlo) de ro>dillo>, se ejerció
una presión sobre ellos para producir un co)ntacto) máximo con el
electro)olo>. A co>ntínuacíón se puso una menibrana del mismo> tamaño>
qt¡e los paj>eles, mo>jada en agua destilada (si la membrana era de
inmoibílon se sumergió previamente en metanoil al 10<) tc durante un
minuto y posteriormente en agua destilada para que se hidratase> y
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sobre ella se colocó el gel, alineándo>le con los papeles y colocando
encima otro>s tres papeles, de igual tamaño> que los anteriores, que
co>ntenían el tampón del cáto>do: 0.025M Tris 0.<)40 M ácido)
6-aminoihexanoico, Metanol 2<) c0 pH 9.4. Después de formar el
sandwich se cerró el circuito> eléctrico> y se estableció una corriente de
2.5 niA/cm2 (para geles de 8x10, 201) mA y 10-2<) V) durante 2.5 horas.
Una vez finalizado el proceso se visualizó si las proteínas habían sido
tran.sferiolas tiñendo la membrana con una so>lución de Po>nceau 5
(Hawkes, R 1986). Esta solución contiene <1.2 <Y de Ponceau 5. un 3 <Y
ole ácidlo) triclo>ro)acético> y un 3 0c ole ácido sulfosalicílico.
Posteriormente las membranas se lavaron en agua destilada hasta que
desapareció la Unción en su totalidad y se realizaro>n los siguientes procesos:
• 1) Estabilización de la membrana en Tris OH 2<) mM pH 7.5, 50<) mM
CINa (TBS) durante 1<) minuto>s.
• 2) Saturación de la membrana coin una solución se suero> cíe ternera
fetal al 5 <Y en TBS. durante dos horas.
• 3) Incubación de una de las membranas durante 18 horas a temperatura
ambiente, con una dilución 1/12 de una mezcla de sueros de pacientes
(o dIC cada uno> de ellos individualmente, según el análisis) en TTBS
(TBS con un 0.05 <Y Tween 20). Como contro>l de especificidad de la
reacción, la otra membrana se incuba de la misma forma, pero
utilizandoj sueros de personas clínicamente no sensibilizatías.
• 4) Dos lavados rápidos y tíos lavatlos de 10 minutos en TTBS
• 5) Incubación durante 6 horas IgG de cabra anti-cadena épsi)on de ¡gE,
marcada co>n peroxiolasa ((le Tago Inc.).
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• 6) Do>s lavados rápidos y do>s lentos co>mo antes.
• 7) Revelado> de la reacción de acuerdo) con (Young 1989). La solución
de revelado> se preparó de la siguiente fo>rma: 10 mg de
Diaminobencidina fueroin disuelto>s en 5 ml de metanol (5-15 minuto>s
con agitación) y se mezclaron co>n 30 mg de 4-Cloro>naftol disueltos en 5
ml de metano>l. Se añadiero>n 40 ml de PBS y 1<) 4 de H202. preparado>
al mo)nleilto> ole su uso. Se mantuviero)n las membranas en esta solución
hasta la visualización de las banolas.
3.5.3 Isoeleetroenf’oque
Esta técnica se realizó empleando> placas de agarosa (Iso>gel),
comercialmente preparadas por FMC, que co>ntenían un rango> dIc anfolitos de
3 a ¡0. Para el proceso> se utilizó un aparato> de electro>fo>resis Multipho>r ¡1 de
Pharmacia [KB y una fuente ole alimentación Multídíríve XL de Pharmacia
¡KB, estabilizada.
El pro>ceso se realizó de acuerdo> co>n las especificacio>nes del fabricante:
Los geles se pusiero)n 50)bre la placa refrigerada del aparato> de
electro>fo>resis y se secaro)n co>n papel dic filtro).
Las mtiestras se prepararon a una co>ncentración ole 1—2 ¡ng/ml y se
pusieron IS 4 ole ¡nuestra, en cada tino) dic lo)s pocí l10)s oíd api icatlor.
Se e ni 1)1 CO) úcidlo acético) <).5 M co)mo> ano>l i to y 1 M NaOH co>mo> cato! ito>,
embebido>s so>bre tiras ole papel de electro>do de FMC, específicas para ello>.
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El pro>ceso eléctrico> se realizó limitando inicialmente la po>tencia a 1 W
durante 10 minutos y posteriormente se limitó la po>tencia a 25 W y la
diferencia de po>tencial a 1000V (20 mA de partida), durante 40 minuto>s.
Una vez finalizado> el enfoque las placas se sumergieron en una solucion de
metanol al 30 <Y, ácido> sulfosalicílico (34.5 g/l> y ácidlo> triclo>romcético> (115
g/l), durante 1 hora, para precipitar las proteínas. Posterio>rmente se lavó el
gel con agua destilada y se secó po>niendo encima varias capas de papel de
filtro> y un ~e.5O)ole apro)xinladamente un Kg, durante uno>s minuto>s. Después
el gel se tiñó durante 5 minuto>s en una so)luci~n de Fast—green (0.1 <Y
Fast-green, 25 <Y metano>l, 10 <Y ácido acético), 65 <Y agua destilada),
olestiñéndose dlespués co>n la misma so>lucíón pero sin el co>lorante. hasta que
el fo>ndo fue transparente. Una vez desteñidas las placas se secaron con papel
cte filtro> y peso> encima co>mo> antes se explicó y finalmente se secaron
totalmente eo)n aire caliente.
3.5.3.1 Iso)electro>enfo>que en presencia de detergente y urea
El análisis de lo)s componentes integrantes de la bandas de 48, 30 y 33
kDas, obtenidas a partir del po>len de 1987 se llevó a cabo> mediante
¡so>electro>enfo>oíue en presencia de detergente (n-octil-gluco>piranósido> y
urea. El ~ se realizó ole acuerdo) con las siguientes instrucciones del
fabricante de las placas: se prepara una so>lución co>n 1.38 g de urea y 0.02 <Y
díetergente en 2 ml de agua destilada calentándo>se al baño) Maria hasta su
disolución. Se po>nen 5<)0 4 de esta so>lución en el centro) de la placa de
agarosa. Con un trozo de “Gel—Bound”, ligeramente mayo>r que la placa, se
olistribuye pon’ to)da la superficie del agar. Para ello> se coge el plástico> por los
bo>rcles, formanolo un arco) co>n la cara hidrofóbica hacia abajo>, y se apo>ya ésta
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sobre la go)ta cíe la solucion de urea, desolo>blando el film po>co> a po>co> para que
el líquido se distribuya por toda la superficie evitandlo que se formen
burbujas. Se levanta a co)ntinuacio>n el plástico) y se repite el proceso dejando
el ‘Gel—Bound’ sobre la placa por espacio) de 30 minutos. A continuacio)n se
levanta el plástico> y se seca coin un trapo> limpio que no> deje pelusas,
arqueándoWo nuevamente y poniéndo>le sobre el gel para retirar el exceso> de
líquiolot pro)ceso) que se repite olo>s veces. A continuación se sigue el protocolo)
ole siemprc
Las muestras comtenían un 1 <Y urea y un 0.06 <Y de detergente antes de
ser aplicadas.
LI resto ole.l proceso> se realizó síguienolo> el pro>to>coio anterio>r.
3.5.3.2 1nn1uno)detecci~n de alergeno)s
La identificación de pro)teínas reactivas, entre las separatías mediante
isoelectroenfoque, se realizó transfiriendo éstas a una membrana de
Nitrocelulosa o de Immobilon poir presión durante al rneno>s do>s horas. Sobre
las placas se i>usiero>n las membranas, previamente hidratadas, a continuación
varias capas de papel de filtro> 3MM y finalmente un vidrio con un peso de
apro)ximadamente un Kg encima. Posteriormente las membranas se
íncubaro>n co)n suero)s ole pacientes sensibilizaolo>s al po>len del estudio> y se
revelaron ole la misma fuiruja que se describió en la
vi mu no)electrotransferencia. En cutía incubación se realizó el eontro>l
co>rrespo)ndiente co)n sueros die personas clinícamente 130) sensibilízatlas
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3.6 IDENTIHCACION DE ALERGENOS MEDLXNTE LA TECNICA DE
“DOT-IMMUNOB¡NDING”
Esta técnica se ha reabzado> con un aparato Bio> Dot de la casa Bio-Rad, de
acuerdo co>n las instrucciones del fabricante, que se describen a continuación:
• 1) Se mojé en agua destilada una membrana ole nitrocelulosa o de
lnmobilom (ésta última previamente sumergida uno>s instantes en
metanol al 10<) <Y) se colocó en el aparato) y se puso la tapa, que
co>ntiene 96 po~eillo)s abiertos, Se cerró ésta herméticamente, de forma
que la membrana quedaba tbrmando el fondo de cada pocillo. Se
conectó un sistema de vacio> y se ajustó en estas condiciones el cierre
para evitar que se produjeran pérololas ole líquidIo) en lo)s pocillo)s. Con
el sistema de vacio> desconectado se hidrató de nuevo la membrana
añadiendo> 2<1<) 4 ole TBS a cada pocillo>, y succiornando po>steriormente.
• 2) Se pusieron 300 k1 de ITES que contenían 3 gg de proteína del
extracto> a valorar. La cámara se dejó abierta a la presión atmosférica,
para que el líquido) pasara a través de la membrana por gravedad y se
produjera una unión eficaz de las pro>teínas.
• 3) Cuando> hubo) pasado to>do> el vo>luinen de la muestra, se lavó 4 veces
con 3(1<) pi de TTBS, succionando con vacio>.
• 4) Bajo estas co>ndicio>nes de succión se abrió la cámara y después se
cerró el vacio) reco)giéndo)se la membrana la cual se llevó a una so)luCi~n
saturante (TTBS 5 <Y suero> de ternera fetal) para evitar uniones
inespecíficas, y se mantuvo en esta solución durante dos hon’as.
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• 5) Posterio>rmente se incubó durante 18 horas con una mezcla de sueros
ole pacientes, clínicamente diagno>sticado> co>mo sensibilizaolos al polen
cte centeno), o> con cada uno> de ellos individualmente, disueltos 1/12 en
TTBS y 5 <Y suero> de ternera fetal.
• 6) Se lavaron las membranas con TTBS, dos lavados cortos y otros dos
ole 1<) nlinuto)s con agitación suave.
• 7) A continuación se incubaron las membranas co>n IgG de cabra anti
¡gE humana (específica contra cadena épsilon), marcada con
pero>xidasa (de Tago mc) diluida 1/1500, en TTBS.
• 8) Se lavó con lBS dos periodos co)rto)s y dos cíe 10 minuto>s cada uno>,
co>n agitaclo)n.
• 9) Se revela según el protocolo> de Young (1989), anterio>rmente
descri tu.
3.7 VALORACIONES DE PROTEíNA
3.7.1 Método> de Lowry (1951)
Este metotIo) se basa en la reacción co>lo)rimétrica (colo>r azulatlo> co>n un
maximo) ole absorción a 745—75<) nm) oíue se prodluce cuando una proteína
inoluce la reolucción ole la mezcla ole ácido>s del reactivo> de Folin—Cio>calteau
(áciolo tosfo )mo>líbd ico y túngstico).
Para la elabo>ración de la curva patr~n se preparó una dilución de
seroalbúmina bo>vina a lmg/ml, calculando) la concentración preparada ole
torma exacta a partir ole la abso)rvancia ole la solucion a 28<) nm. Las
concentracio mes de los tampones empleado» no pro>duce vi interferencias con
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el método> de valoración, po>r lo que la curva se calculó diluyendo> en agua
destilada la proteína.
Se pipetearo>n 0. 5, 10, 20, 30, 4<), 5<), 60. 70, 80 y 90 4 de la solución de
albúmina y 25 ó 5<) 4 de la muestra a valo>rar, en diferentes tubo>s y se
completa el volumen a 200 4 con agua destilada.
Se mezcló 1 ml de sulfato de cobre, pentahidratado>, al 2 <Y con un ml de
tartrato> potásico) al 4 <Y y 48 ml de carbonato sódico> al 5 ~/6en 0.2 M
hidróxido sódicox
Se añadió, co>n agitación en vo>rtex, un ml de la mezcla a cada uno de los
tubos que co>ntenían las proteínas a valo>rar y de la curva, incubando la mezcla
durante 1<) mintlto)s a temperatura ambiente.
Se diluyó el reactivo de Folin al 5<) <Y con agua destilada y se añadieron a
cada tubo>, con agitación en vortex, 1(1<1 A ole la dilución, al final de los lO
minutos cíe incubación en la so,lución anterior. Se dejó reaccionar la mezcla
durante 3<)—5<) minuto>s y se midió el coto>r pro>oiucido mediante absorvancia a
750 nrn. Lo>s valores de las muestras se calculan a partir de los obtenidos en la
curva patrón.
3.7.2 Método de Bradford (1976>
Este méto>do se basa en la medición por absorvancia a 465- 595 de la
reacción colorimétríca que se pro>duce cuando el Coomassie Brillant Blue se
une a la proteína.
Los reactivos para la valoración de l)ro)teínas por este método se
eo>mpraron a Bio—Rad, siguiéndo>se el protocolo descrito> por el fabricante. Se
empleó albuniina bobina para la o>btención de la curva patrón.
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3.7.3 Método de Warburg y Christian (1942)
Este Méto>do> valo>ra la cantidad de pro>teina en función de una relación
matemática entre la absorvancia de la muestra a valorar a 260 nm y a 28<) nm.
La relación matemática es
Concentración (en mg/mí) = 1.55 x absorvancia a 28<)nm - 0.77 x
absorvancia a 260nm.
3.7.4 Método de Kalb y Bernlohr (1977)
í\nálo>gamente al Métodlo anterio)r este métodlo se basa en una relación
matemática entre las absorvancias de la muestra a do>s lo>ngituoles de o>nda en
cl espectro de Ultra-Violeta. La lectura se realiza a 230 y a 26<) nm y la
relación para el calculo de la concentración es la siguiente:
Co>ncentración <en hg/ml) = 184 x abso>rvancia a 23<Inm - 81.7 x
absorvancía a 26< )nm.
3.8 PROCESOS CRONIATOGRAFICOS
3.8. ¡ Cromatografía de intercambio aniónico
Lista cro)matografía se ha realizado co>n extracto)s o>btenido>s a partir de
pólenes recodectados en 1987.
Tres gramos de po)len se resuspendiero>n en 60 ml de PBS y se incubaron
con ro>tación suave olurante 30 minutos a 4—8 0C. A este tiempo la suspensión
se centrifugó a 8500 rpm en un rotor 55 34 de Sorvalí, recogiéndo>se el
so)brelladlante y resuspenolienolo) el sedimento> en o>tro>s 60 ml cíe tampón. La
incubación se co)ntinuo) durante 18.5 horas, recogiénolo>se el so)brenadante
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mediante centrifugación de la suspensión de Ibrina análoga a la anterio)r. Los
tíos soibrenactantes recogidos se filtraron sucesivamente a través de los filtros
HVLP <¡45 m~ y GVWP 0.2 mV de Millipore . Al primero> de ellos se le
denominó extracto) E3Oy al segundo E3(>-19.
Ambos extractos fueron dializados co>ntra Tris-CIH 150 mM pl-! 8. Una vez
equilibrados en este tampón se fraccionaron bOmg del primer extracto y 1(h)
nig del segundo. en una co>lunina de celulosa DEAE-32 de Whatman. de 1.8 x
19 cm equilibrada con el mismo> tampón. La elución de las proñeínas se realizó
con incremento>s sucesivo)s de la concentración de CINa en el tampón (lOmM,
5OniM, I<)<JmM, 2<)Om y 5<JOmM). El flujo fue de 50 ml/hora y se mantuvo)
constante co>n una bomba peristáltica Peristaltic Pump P-1 de Pharmacia. Las
fracciones comtenían 1.5 mí, si el eluidlo co>ntenía proteína y de 5 ml si la
absorvancia a 28<lnm era inferior al 3 <Y. tos cambios en la concentración del
tampón se realizaro)n cuando> la absorvancia oíd eluido> con el tampón anterio)r
llegaba a cero>.
3.8.2 Cromatografía de exclusión molecular
Todos lo>s pro)ceso)s cromato>gráficos realizados mediante exclusión
molecular se han llevadio a cabo en un sistema de alta reso>lución FPLC de
Pharniacia utilizando> una co)lumna cíe Superosa TM 6 de 1 x 30cm.
3.8.2.1 Purificación de la banda de 48 kDa, a partir del polen de 1987.
La muestra dic la que se partió para la purificacion de esta banda fue la
obtenida entre 1 hora y 20 horas dic incubación ácida en la preparación de
extracto>s con cambios suces¡vo>s cte tampón antes descrita. Lo>s 10 ml de
extracto o>bteniclo> se encontraban a una concentración dic 1.04 mg/ml. Se le
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añadiero>n 4<) ml de PO4HNa2-PO4H2K 1<) mM , 500 mM CINa, pH 7.4 y se
co>ncentro de nuevo hasta 1<) ml mediante un sistema ole co>ncentración de
Amicon con capacidad de 5<) ml y empleando un filtro> PM 1<). De nuevo se
añadieron otros 40 ml de tampón fosfato y se volvió a concentrar hasta 5 ml.
En este cambio) de tampón y co)ncentracio>n de la muestra se o>bservó una
precipitacio)n inil>ortante ole ésta. Se comcentraron po>sterio>rmente esto>s 5 ml
meoliante centrifugación en un Centrico>n 1<) de la casa Amicon hasta
reolucirlo)s a un vo)lumen ole 150 4~ oíue co>ntenían 4.5 mg de pro>teína.
tIna vez concentrada y cambiada de tampón se aplicaron 100 VI (3 mg> de
la muestra en la columna cíe exclusión mo>lecular. La elt¡ci6n del proceso se
realizó co)n tampón PO4HNa2-PO4H2K 1<) mM , 50<) mM CINa, pH 7.4 a un
flujo> dIc. 0.3 ml/minutot Las fracciones reco)gidlas co>ntenían 0.3 ml.
El proceso) se escaló a nivel preparativo> partiendo> de 5 gramos de polen y
1(10 ml ole tampo>n glicina CIH 10 mM, 150 mM CINa pH 3. Análo>gamente se
o)bttlviero)n extracto>s parciales de 15 minutos lh y 20h. Este último extracto> se
comcentroí en un sistema Amico>n coin una membrana PM 1<) hasta un volumen
de 3.5 ml. esta vez sin cambio de tampón, observanclose que aunque se
pro)dltlcía algo> de l)recipitaci~n era menor. Se cargaron 4<1<) ~tlole esta muestra
(II LO) so)brc la co)lumna, eluyendose con el tampón ácido) en el que se había
preparaolo) la iii u estra, a rin flujo de 0.3 ni 1/ni i n recogiéndose fraccio>nes ole 0.3
viii. El pro)ceso> cromato>grúfico> se realizó 4 veces mas.
3.8.2.2 Purificación de la banda cíe 48 kDa a partir de pólenes recolectados
en 190)1.
Teniendo en cuenta las diferencias en las cinéticas de emisión del nuevo
po>1 cii sc realizó una extracción preparativa recogiendo) extractos parciales a
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lo>s siguientes tiempo>s: 1,5,3<) minuto>s 1, 4, 2<) horas. La cantidad de polen fue
de 20 gramos y se incubaro>n en 400 ml de tampón glicina Clii 10 mM, 150
mM CINa pH 3, en un frasco de 5<1<) ml con boca ancha y tapón hermético,
con agitación manual en los 5 primeros minutos de extracción, el resto de la
incubación se realizó mediante ro)tacion suave. 1 ~asucción po>r vacio) se llevó a
cabo) sobre papel de filtro> en un eníbudo biichner de 15 cm de diámetro,
empleándose en la filtración tiempos inferiores a un minuto.
La muestra seleccionada para la cro>mato)grafía fue el extracto) reco>gido
entre 1 y 4 ho)ras de incubación ácida. Una alícuota de It») ml de los 400
preparaclo>s en esta extracción (a (3.35 mg/mí) se co)ncentraro)n hasta 5 ml (a
2.35 mg/mi) sin cambio> de tampón, apreciándose precipitación importante.
Tras la centrifugación de la muestra se so)nietiero>n a cromato)grafía 5<30 4 de
muestra (1,2 110) realizándose la elución con cl mismo tampón ácido, a un
flujo) cíe 0.3 mí/mm y recogiendo> fracciones de <1.3 nil. El proceso> se realizó 6
veces.
3.8.3 Cromatografía de intercambio catiónico
Los pro>cesos cromato>gráficos de intercambio> catiónico> se han realizado> en
un sistenía de alta reso>lucioin FPLC de Pharniacia utilizando) una co>lumna cíe
vidrio> SP—5PW de Waters, con unas dimensiones (le 81) x 75<1 mm.
3.8.3.1 Muestras del polen de 1987
Las fracciones que co>ntenían lo>s co>mpo>nentes de 30 kDa, recogidas en la
cro>matografía de exclusión molecular de la fracción ácida obtenida del polen
de 1987 a nivel preparativo>, fueron níezcíadas y sometidas a cromatografía de
intercambio cationico. De 6 procesos preparativos se co>gieron las fracciones
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co)n11)rendidas entre la 58 y la 64 (ambas inclusive), obteniéndo>se un volumen
ole 1<> ml dic muestra con tina DO a 28<) nní de 1.311 U.O. Se cambiaron de
tampón meoliante olo>s lavatlos consecutivo)s cíe 4<) ml dic tampón acetato>—
acético> 10 mM pH 4.85 en un sistema cíe concentración Amicon, utilizando>
una membrana PM 10, concentranolo> cada vez la muestra a 1<) ml. Se ponen
en la colunina 1.8 unidades ópticas en 1.5 ml cte muestra, y se co>mienza la
elución que se realiza con 45 ml ole un gradiente linear de CINa de <) a
5( >OmM. El flujo fue cíe <).3 ml/níin recogiéndose fraccioínes de 0.5 níl.
3.8.3 ) Extracto) de 4 horas en medio ácido> del polen de 190)1.
De la extracción preparativa realizada con el polen de 1991 en medio
ácido, descrita anteriormente, se toman 21) ml del extracto de 4 horas. Se
cambia tic tampon ácido a acetato-acético> II) mM pH 4.8, en un sistema de
conce vi ¡ración Amico>n y u ¡la mcviibrana MP 1<) c mío cii otros procesos
olescri U )s.
Se aplican a la columna SP-5PW, 20 ml de muestra (dos veces 10 mi). La
elución se realizó con 40 ni! de un gradiente linear de CINa de O a 500 mM. A
co¡i ti vi ¡mciCuí se pasaro>n 5 ml ole tampón a tina co¡ícentración ole CINa 500
níM y posterio)rmente 1<) ml de 1 M. FI flujo> del proweso fue de 0.5 mí/mm,
recogiéndosc fracciones catía minutov
3.9 PRUEBAS DE ALERGENICIDAD IN VIVO
La coníprobacio>n in vivo de la alergenicidad de los co>mponentes
purilicadlos cii el presente estuolio. se ha llevado) a cabo> mediante la
realización ole pruebas cutáneas por el méto)dlo> oíd ‘Prick—test’,
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La banda de 48 kDa, separada del polen de 1987 mediante exclusión
molecular, fue ensayada a una concentración de 3 Vg/ml en PBS.
Los componentes separados a partir del polen de 1991, se ensayaron a dos
concentracio>nes diferentes:
Fracciones reco>gidas mediante intercambio iónico:
— Fracción 56 (componente de 27 kDa) se ensayó a 35 Vg/ml y a 3,5
~g/m1.
— Fracción 59 (compo>nente de 48 kW) se ensayó a30frg/mlya3
— Fracción 65 (compo>nente de 30 kDa) se ensayó a 26.5 ng/ml y a
9 6 gg/nil.
El componente de 48 kDa, recogido en las fracciones 57, 58 y 59 en la
cromato>grafía de exclusión molecular, fue ensayado> a una concentración de
20 kg/ni1 y 2 Vg/fil.
Las muestras se concentraron y cambiaro>n de solvente ácido a PBS con un
<),2 % de albúmina humana, mediante centrifugación, empleando un sistema
concentrador de la casa Amicon (centrico>n 30) que posee una membrana del
tipo YM.
En todos los casos se utilizó co>mo corntrol positivo clorhidrato de histamina
(de Bencard) a una concentración de 10 mg! ni y como control negativo una
solución salina al 0,9 <Y~
El test se llevó a cabo por duplicado (ambos brazo>s del paciente),
valorándose el resultado> a los 15 minutos de evoilución de la reacción. Se
miolió el tamaño cíe las pápulas clesarrollatías, aplicando> sobre éstas una cinta
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adhesiva y marcando> el contorno) de las mismas con un ro)tuladlor. El área fue
estímatlo so>brepo>niendlo> las marcas en un papel miliníetraclo> y co>ntanolo los
níilímetros cuatírados incluidos en 1o)s contorno>s. Los valores expresados en
los resultados SO)13 la medlia ole las valo)racio>nes ole ambos brazos.
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Para cono>cer cómo libera el po>len del centeno sus proteínas y alergenos
durante el proceso de incubación, se han realizado en el presente trabajo>
varios estudios. Todos ellos se basan en la comparación de los componentes
extraídos mediante una incubación continuada (extracto total) con los que se
rcco)gen, a tiempo>s intermedios, en o>tro proceso de incubación realizado en
paralelo> (extractos a tiempos parciales). La selección de los tiempos de
extracción se hizo teniendo en cuenta las características botánicas del polen
de centeno> y su co>mportamiento en un medio acuoso.
Las incubaciones se lían realizado) con diferentes tampones y se ha
analizado> el comportamiento de pólenes reco>gidos po>r un mismo> recolector
en diferentes año>s y de pólenes de diferentes suministradores.
4.1 INCUBACIONES EN TAMPON FOSFATO
4.1.1 Pólenes dei. A. <Jiménez, recolectados en 1987
De acuerdo con lo descrito) en material y métodos, los extractos to>tales
(EF) de esto>s primeros estuclios se prepararon Incubandlo el po>len de centeno
durante 10) horas. Los extracto>s parciales se obtuvieron recogiendo> la proteína
extraída mediante centrifugación, y resuspendiendo> de nuevo) el polen, a los
siguientes tienípo>s: 1, 5 y 30 minutos, 1, 2, 4, y 19 ho>ras (extractos El, ES,
EM). Elh, ¡21>, EM>, y El9h respectivamente).
Se obtuvo además un tercer extracto>. rompiendo el polen mediante
so>nicación (ES), con objeto de co>mparar las proñeínas solubles que co>ntenía
el po)len y las o¡ue se extraían durante las incubacio>nes. Para ello) se preparó
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una suspensión de la misma forma que las anterio>res, e inmediatamente
después fue sonicada y centrifugada recogiéndose en el sobrenadante las
proteínas liberadas.
4.1.1.1 Recuento de pólenes rotos
En el estudio se ha tenido en cuenta la po>tencial ruptura de los pólenes
durante el proceso cíe incubación, hecho que pro>duciría la liberación de sus
proteínas citoplasmáticas al medio, mo>dificanclo> por lo> tanto los resultados.
Por esta razón, al final de cada extracción se realizó, mediante microsco>pía
óptica, un recuento> de los pólenes rotos que había en el sedimento recogido>.
En la tabla 4.! se muestran los resultados del recuento en cada una de las
extracciones realizadas. La baja proporción de roturas refleja que las
proteínas han sido liberadas al medio según su cinética de emisión y no
porque los pólenes se hayan abierto>. También se o)bserva que a lo largo de las
incubaciones a tiempos parciales, la propo)rci~n de pólenes roto)s es similar a
la que se pro>duce durante la incubación co>ntinuada. Este resultado indica que
el proceso de obtención de extractos parciales, no incrementa el número de
roturas de pólenes.
El recuento> realizado) en el sedimento obtenido en la extracción mediante
sonicación, mostró un alto porcentaje de pólenes rotos. Según esta
observación, se habrían extraído la mayo>r parte de las proteínas solubles del
polen incluidas las localizadas en el citoplasnía.
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Extracto Proteína extraída Porcentaje ¡ Porcentaje de
valorado (en mg) ¡ respecto al total pólenes rotos
ES 5.37 ± 1.1<) —. 92%
ET 5.05 ±0.80) lOt> % 8%
El LiS ±0.21) 22.8% ¡ 2%
ES 0)81 ±0(1’) 16.O’0 ¡ 2%
E30 0.76 ±0>. 13 15.0 ¡ 6%
El fi 041) ±00.5 8.0% 6%
E2h 0.40 ±0.03 799 ¡ 7%
E4h 0)34 ± (>08 6.74 7%
ill9li 0.87 ±0)18 17.2% 7%
TABLA 4.1
Resultados de la valoración de proteína en los extractos obtenidos mediante incubación
ininterrumpida del polen del centeno (El) ya tiempos parciales (El, E5, EM>, Elh, EZb. E4h
y EI9li}, y mediante sonicación del polen(ES). Los resultados son la media (le 8 experimentos
t desviación estandar media. En caola uno ole los extractos se muestra el resultado del
recuento (le pólenes rotos realizado en el correspondiente sedimento, expresado en
4,1.1.2 Liberación de proteínas al medio de incubación
Lo» resultado>s ole la valo>ración de pro)teína en los diferentes extractos del
estudio>, se describen en la tabla 4.1. Se observa que la cantidad de proteína
liberatia por el po)len durante ¡9 ho>ras ole incubación ininterrumpida (ET), es
la misma que la obtenídla por ruptura del polen mediante sonicación (ES).
Cuando se comparan las cantidades de proteína que se han ido recogiendo
durante las incubaciones a tiempo>s parciales con la extraída en [a incubación
co)ntinuaoIa, observamos que: el 38.8 ¼del to>tal se libera durante lo>s cinco
CAP: 4 PÁG.: 3
RESULTADOS
primeros minuto>s de incubación, un 15% se libera durante lo>s siguientes 25
minutos y la restante proteína emitida (39.8%) sale del polen entre 30
minutos y 19 horas, cada vez en menor proporción. Debe hacerse notar que se
recoge un 6.4% meno>s de proteína mediante extracciones parciales que en la
extracción no> interrumpida.
El estudio analítico de los componentes proteicos de los extractos, se llevó
a cabo mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de
detergente (51)5). Los resultados obtenidos se muestran en la figura 4.1.
Comparando el perfil electroforético del extracto total, con el de cada uno de
Lib’ E2h~ E41<E191V ET













Estudio comparativo mediante SDS-PAGE de las proteínas de los extractos
parciales (El, ES, £30, Elh, E2b, E4b y £1910 y del extracto total (El). Se
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4.1.1.3 Identificación de _____________________
alergeno>s _____________________
La determinación del
momento> de la incubación _______________
en que se liberan los __________________
alergenos del polen en
estudio, se realizó ___________
mediante la técnica del _____
‘Dot-immuno bi nding’,
valorando> ~a unión
específica de 1gB a las
proteínas de cada uno> de
los extractos parciales ___________________________
obtenidos. En el estudio se
ensayaron individualmente
18 sueros de pacientes Figura 4.3
alérgicos al polen de Representación gráfica de la unión especitica de
centeno>. Lo>s resultado>s ¡gE a las proteínas de ¡0)5 extractos parciales y total,
obtenidos por incíibac¡on del polen de centeno. La(figura 4.3), ponen de valoración st’ realizó mediante la técnica de
manifiesto que a pesar del Dot-imn¡íinohinding
alto> porcentaje de proteína
extraída durante los 5 primeros minutos, el contenido alergénico en los
extractos es bajo>. Esto podía suponer que las proteínas de peso molecular
inferior a 28 kDa, que son lo>s componentes mayo>ritarios liberados en lo>s
primeros periodos, no) fueran alergénicas. El incremento en reactividad de las
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resultados (figura 4.4) confirmaron la suposición: los componentes de bajo
peso molecular no fueron reactivos, mientras que aquellos de 28, 33, 48 y 67
kDa unieron ¡gE de fornía específica.
De acuerdo> con todo> esto, los alergenos del polen de centeno> son
proteínas de peso molecular superior o igual a 28 kDa, las cuales se extraen
del polen, en mayor proporción, después de los cinco primeros minutos de
incubación.
4.1.1.4 Cromatografía de intercambio) íónico
Los primeros estudios sobre las características de carga molecular de las
proteínas extraídas del polen de centeno se hizo) analizando) su
co>mpo>rtamiento> en una co>lumna de intercambio> anionico>.
Teniendo en cuenta los resultado sobre emisión de proteínas y alergenos,
se reahzaron dos extracciones consecutivas con el mismo polen. La primera
extracción contenía la proteína liberada por el polen durante los treinta
primeros minutos de incubación en tampón fosfato (extracto E30) y la
segunda las proteínas que se liberaron entre 3<1 minutos y 19 horas (extracto
E30-19). Ambos extractos fueron subfraccionados, bajo las mismas
condiciones, en una coflumna de celulosa DEAI-32 de Whatman. En la figura
4.5 se muestran sus respectivos perfiles de elución. Se observa que el número>
de picos recogidos y su distribución es igual en 10)5 do>s procesos. Este hecho>
refleja que la afinidad de los componentes de ambos extracto>s por lo>s
radicales de la columna es similar. Sin embargo, la proporción de proteína en
los picos 1, 2, 7 y 8 co>n respecto a los otros picos, es mayor en el extracto)
E3<)-19 que en el E30. Si se considera que la cromatografía se realizó en un
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Perfiles de elución de las cromatogralías ole intercambio jónico, realizadas en una
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tampón a pH 8, estos resultados indican que después de 30 minutos de
incubación, las sustancias liberadas po>r el polen so>n mayoritariamente básicas
y ácidas, mientras que las neutras se encuentran en un pequeño porcentaje.
La detección de alergenos en los distintos pico)s cro>matográfzcos se realizó
mediante la técnica del ‘Dot-immunobinding”. valorando la IgE específica
que se unía a las pro)teínas de cada uno> de ello>s. El ensayo se realizó
individualmente, con cada uno de los sueros de lo>s 18 pacientes
seleccionados. En este estudio no se consideraron como> independientes lo>s
picos 5 y 6 eluidos del extracto E30- 19 por el alto solapamiento de ambos.
Los resultados indican que la mayor pro>porción de alergenos se encuentra
en las fraccio>nes más básicas die amho)s pro>ceso>s, aunque so>n
significativamente más reactivas las del segundo extracto> (figura 4.6). El pico
7 del primer extracto no unió IgL específica. mientras que en el equivalente
del segundo> se detecto uno> de los valo>res máximos, particularmente con el
suero del paciente número 11. Este dato> refleja que hay algún alergeno ácido
que se extrae del polen después de 30 minutos de incubación. Los picos 3, 4, 5
y 6 unen cantidades similares de IgE en ¡0)5 dos extractos, pero siempre co>n
valores muy inferiores a los de los picos básicos.
El estudio> analítico de las proteínas de cada pico se realizó mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida. en presencia de SDS. Lo>s
resultados, se muestran en [a figura 4.7. Con respecto a las bandas
mayoritarias, se observa que la banda reactiva de peso molecular 67 kDa se
recoge en el primer pico> de ambos pro)ceso)s, lo) cual indica que es una
proteína básica.
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Representación esquematizada ole la cantidad de IgE específica unida a los componentes
ole los oliferentes picos recogidos cii la cromatografía de intercambio aniónico (DAE-32), de
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La banda de 48 kDa no se detecta claramente en ninguno de los pico>s.
Cabe pensar que esta banda esté formada po>r varias proteínas con el mIsmo
peso molecular y diferente carga, las cuaJes se reco>gerfan en diferentes picos.
Debido a la pequeña proporción en la que se encuentra esta banda en el
extracto de partida, el desdoblamiento en varios componentes puede ser la
causa de que no> se visualice.
Las bandas con movilidad próxima a 3<) kDa se encuentran en
prácticamente todos los picos de ambo>s procesos, pero> en el primer pico del
extracto E30-19, hay do>s bandas en una alta pro>po)rci~n, mientras que en el de
los demás solo hay una, con diferentes movilidades. Se observa que en el pico
7 del extracto> E30-19 hay un aumento de tinción en los componentes de peso
molecular 30 kDa, con respecto a la detectada en el mismo pico del extracto
E30. Es posible que el incremento pueda estar aso>ciado con el aumento de
alergenicidad detectado en el pico> 7 del extracto> E30-19.
Las proteínas de nieno>r peso nio>lecular se eluyen en una alta proporción
en todos los picos del extracto E30.
Todos estos estudio>s reflejan que la segunda extracción contiene una
mayor proporción de alergenos. El paralelismo encoxitrado entre los picos de
elución y entre los perfiles electroforéticos de los componentes de ambos
extractos, sugiere que algunos alergeno>s del extracto> E30-l9 han comenzado>
a ser extraídos antes de los 30 minutos, po>r lo> que también se encuentran en
el extracto> E30.
A la vista de estos resultados se realizó un nuevo diseño de extracción para
conocer corno se liberaban las proteínas entre 5 y 30 minutos. Las
interrupciones de la incubación en este nuevo> diseño> de extraccion se




sucesivos estudio>s los tiempos de las extracciones parciales fueron: 1, 5 y 15
minuto>s y 1, 4 y 19 horas.
4.1.2 Pólenes de Allergon y Sigma
En la fase inicial del presente trabajo, se utilizaron indistintamente pólenes
de dos lotes diferentes que no mostraban entre si diferencias significativas.
Ambos pólenes habían sido> recolectados en el año 1987 y servidos en el año
1988 con onois meses de diferencia, Ante la imposibilidad de que el mismo
suministradlo)r proporcionara la cantidad de polen necesaria para un estudio
preparativo), se soilícitaron pólenes a dos casas co>merciales diferentes:
Allergo>n y Sigma. El primero de aníbos, sunlinistra pólenes a una gran parte
dic los laborato>rios farmacéuticos euro>peo>s para la preparacion de vacunas y
extractos tic tliagnostico.
El comportamiento> de estos pólenes tiurante el proceso> (le incubación en
taínpon fosfato>, fue estudiado> de forma análo>ga al po>len anterio>r. Se
o)btuviero)n extractos totales y parciales incubantio>, simultáneamente, los
po>lenes de los tres suministradores.
Los resultado>s de la valoración tic proteínas en los extractos así obtenidos
(tabla 4.11) muestran diferencias entre las cantidades recogidas de los
diferentes pálenes, destacando> como> muy alto el valo~r de las primeras
extracciones del polen tle Allergon. El intenso> co>lor amarillo> de estas
extraccíoínes reflejaba también un alto) co>ntenido en pigmentos.
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4.25 7.5 ¡ S.J
1.95 ¡ 4.2 ¡ 1.6
0.62 0.99 ¡ 0.63
0.44 (1.5! ¡ 014$
0.51 , 0.51 ¡ 0.63
0.50 0.59 0.74
0.68 :~ X82 ¡ 1.15
TABLA 4.11
Resultados de la valoración de proteína, realizada por el
método de Lowry, en los extractosparciales y totales obtenidos a
partir de pólenes de diferentes suministradores.
El análisis electroforético> de los a>mpoínentes tle los extractos preparados
en este estudio>, puso de manifiesto que existían diferencias~ .significativas en la
cinéticas de emisión de sus proteínas (figura 4.9). En el polen de Allergon se
observa que aunque las bandas mayoritarias son similares a las de los pólenes
del año 1987, no mostraban en cambio diferencias en sus periodos de emisión,
liberándose todas a lo largo de todo el proceso. Los resultados del mismo
estudio con el po>len suministrado por Sigma, indicaron que en este polen las
cinéticas de emIsIo)n eran muy similares al polen de partida. Estos resultados
sugerían que en estos dos pólenes se llevan a cabo> los mismo>s procesos
botánico>s, mientras que en el de A]lergorn son diferentes.





Las diferencias existentes en el número de pólenes rotos justificaría los
altos valores de proteína de los primeros extractos del polen de Allergon y la
deficiente hidratación refleja la no recuperación de las características
osmóticas de la membrana citoplasmática.
4.1.3 Pólenes dei. A. Jiménez recolectados en 1991, 1989 y 1987
Coincidiendo este momento del estudio> con la épo>ca de flo>ración de las
gramíneas, el suministrador del polen de partida dispuso de las cantidades
requeridas. Según el propio> recolecto>r, en la preparación de este polen nuevo>
se había seguido un protocolo diferente de desecación que mejoraría su
conservación. Además, sus pólenes cumplían las especificacio>nes de partes de
plantas y co>ntarninantes requeridas por la LUIS. El buen estado del nuevo
polen permitió obtener extractos de una alta calidad.
Como más tarde se verá, los extractos obtenidos con el nuevo> polen
mostraro>n unos perfiles electroforéticos muy nítidos, apreciándo>se
diferencias en las cantidades de proteína extraída y en su forma de liberación
durante la incubación. Esta variabilidad otservada entre [os extractos
obtenidos a partir de diferentes lotes de pólenes podía deberse a diferencias
botánicas, no)rmales entre pólenes recogidos en diversos años, o bien a
modificaciones producidas durante el proceso> de conservación. Teniendo> en
cuenta que la calidad del material de partida determina la calidad del extracto>
alergenico preparado, estudiamos el posible origen de estas diferencias. Para
ello> se hizo> un estudio> co>mparativo entre los extractos parciales y totales
o>btenidos en tampón fosfato>, según el proto>colo de uso en el laboratorio, de
los siguientes polenes:
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• Polen 1, recolectado en 1987 y conservado> en nevera con desecante
• Polen 2, recolectado) en 1987 y tras un breve perio>do en nevera con
desecante, congelado por debajo) de -2(1 0C
• Polen 3, recolectado en 1989, y conservado> como el polen 2
• Polen 4. recién recolectado (1991), y una vez desecado, conservado en
la nevera co>n desecante, durante 15 días
No> se pudo dispo>ner de los pólenes de las cosechas de fechas intermedias
po>rque el suministrado>r 50>10) co>nserva una pequeña muestra de pólenes de
año)s alterno)s.
Todos esto>s pólenes habían sido> recogidos y procesados por el mismo
recolecto)r, se habían cosechado en zonas próximas y pertenecían a la misma
variedad de plantas. Tan so)lo> diferían en que el polen de 1991 se había
desecadlo) con un nuevo> pro)toco>lo). To>tk> ello> podía contribuir a disminuir
dilerencias botánicas debidas al tipo) dIC polen.
4.1.3.1 Control dle roturas de pólenes
Análogamente al primer poilen estudiado, se analizaron
microscópicamente los sedimentos recogidos sin detectarse roturas por
chotí nc o)smotico).
Los resultados electro>fr>rético>s t>btenidos co>n los extractos del polen nuevo>
sugerían un buen estado> tic co>nservación de éste. Si un po>len de centeno
co)nserva las características de sus membranas en buen estado>, la hidíratación
in vitro con agua destilada, induce el choque o>smótico> de la célula vegetativa,
y el l)o)len se abre po>r su zo)na más débil, la apertura. En la figura 4.13 se
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4.1.3.2 Liberación de proteínas y alergenos
Los resultados de la valoración de proteínas en los diferentes extractos
obtenido>s en este estudio> comparativo> (Tabla 4.111), muestran que a nivel
cuantitativo>, la emisión de proteínas es similar entre los extractos recogidos
de lo)s tres pólenes conservados, mientras que el polen nuevo libera sus
proteínas tie diferente manera. Se observó que con el polen nuevo>, es men>r
la cantidad de pro>teina recogida en los extractos de 1 minuto, 4h y 19h,
mientras que la cantidad se incrementa en las extracciones de 5 y 15 minutos.
TABLA 4.111
Resultados de la valoración de proteína, realizada por el método de
Lowry. en los extractosparciales y totales obtenidos a partir de cuatro>
lotes ole pólenes de un mismo recolector. También se incluyen los
resultados de la valoración de los extractos obtenidos, con el mismo
íuí’otocol>, a partir del polen de 1991, un año después de su recolección.
Extraetí, i Polen - ¡
Poleo - ¡ oleo ¡ Poleo ¡ 1-ole,,
~alorado ¡ 1987 1987 989 ¡ 1991 1991
nevera) (o ogelado) (congelado) - (reciente) 0~ año 0ev.)
El ¡.57 1.65 ¡.37 0)72 [¡ 1)64
ES 0.53 0.50) 0.59 0.81 0.71
FIS ¡ 0.38 0.33 0.43 0.71 0.63
FUi 0.46 ¡¡ 0.40 0.44 ¡ 0.39 - 01.46
E4h ¡ 0.6<) 0.5<> 0.45 0.27 ¡ 0.26
ElQb 0.88 ¡ 0)75 1-1.71 01.48 - 0.48
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En el estudio> electrofo>rético de 10)5 extracto>s reco>gidos con los cuatro) ti1)o)s
de polen, se observan diferencias en la composición entre aquellos del po>len
nuevo y los de los conservados (figura 4.14). Así, la banda de 67 kDa no está
claramente definida en ninguno de sus extracto>s y se detectan nuevas bandas
entre los co>mponentes de mayor peso molecular. También se observa una
mayor nitidez de las bandas que se obtiene con los extractos del polen nuevo,
lo cual permite distinguir con mas claridiad el número> (le bandas que lo>s
co>mponen.
También se detecta una mo>dificación en la cinética de emisión de
proteínas. A diferencia del polen conservado>, en las primeras extracciones del
polen nuevo), hay un mayor porcentaje de las bandas con niovilidad cercana a
30 kDa, mientras que en los extractos finales el porcentaje es mínimo.
Los resultados de la valoración de proteínas en los extractos de un minuto
de incubación y lo>s perfiles electro>fowéticos de sus compo>nentes, parecen
contradictorios. Así, mientras que los datos del método> de Lowry reflejan una
menor proporcion de proteínas en el extracto del polen nuevo, en el patrón
electroforético se o>bserva, en cambio, un mavo)r número de componentes
extraídos. Aunque el método dic Lowrv lía sido) descrito> co)mo> un l)tlen
método para valo>rar el convenido proteico> en extracto)s de pólenes (1-logne et
«1, 1989). puede no estar exento de interferencias. Valo>rarnos nuevamente los
extracto)s metliante otros tres méto>do>s diferentes: Bradfo>rd, relación
densitométrica 28<)/26<) y relación densitométrica 23<1/260.
En. la tabla 4.1V se muestran 10)5 resultados de las cuatro) valo>racio>nes. En
ellos se t>bserva cíne las may(>res tliferencias en la valoración de proteínas por
los diferentes métodios se pro>ducen en los extracto)s de un minuto) de
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incubación y en los extractos totales. Cabe destacar que la cantidad de
proteína valorada en los extractos del primer minuto mediante la relación
densitométrica 280/260 es diez veces superior a la estimada con el método de
Bradford. En el resto> de las extraccio>nes lo)s resultado>s obtenidos por lo>s
cuatro) métú>tlo>s son más homogéneo>s, destacando) el paralelismo) encontrado
entre el méto)do) de Lowry y la relación densitométrica 260/230. Co>n el
método de Bradford se obtienen los valores más bajos y podría suponer que el
método infravalon-a la cantidad real de proteína que contienen los extracto>s.
La relación dlensitométrica 280/26<) es muy irregular, así parece sobrestimar el
contenido proteico de las tres primeras extracciones de los pólenes viejos,
mientras que en & extracto de un minuto) del po)len nuevo> el mismo méto)do)
dio) un valo>r negativo> y en lo>s extractos de cinco y quince minuto>s la
valoración parece infraestimar la cantidad de proñeína.
A la vista de esto>s resultado>s, el método de Lowry fue empleatk> para
valoración de proiteinas en el resto del estudio, pero> siempre teniendo en
cuenta las po)sibles interferencias.
El estudio de la alergenicidad de los extractos obtenidos a partir de las
cuatro clases tIc polen, fue realizado) mediante la técnica del ‘Dot-
immunobinding” valorando, en un mismo ensayo). la ¡gE específica que se une
a sus compo>nentes.
Los resultatlo>s sugieren que en el polen nuevo>, las pro)teínas más
alergénicas también poseen un peso> nioflecular cercano> a 30 kDa (figura 4.15).
Así los extracto)s más reactivos del polen nuevo> fueron los de 15 minutos y 1
hc>ra, que son los que co)ntienen una mayo>r pro)porcion de bandas co>n
mo>vilidad cercana a 3<) kDa y un bajo> co>ntenido en las de meno>r peso









EJ 1.50 J.00 -¡ 2,3’) 0.23
ES ¿>58 0.57 ¡ 0.98 ¡ 11.31
ES 0.38 — 0.37 0.60 1>24
E lb <¿.50> 0)43 0.47 0.33
54 0.72 - <1,58 ¡ 066 0.38
El Gb 092 o). 78 (>4 0.46
ET 4.4 -~ 2,65 4.66 -~ 1.21
Po>len 1989
Exí octe L DO)i30í DO >280 — CBB
VW<>r~ult,
El 1.49 1.05 4.82 ¡ 0.4>
ES 0.58 0.55 1.2<) 0.33
E 15 0.44 0.35 0.80 0.31
El h 41.46 0.38 01.5’) 0.36
E4b ¿1.48 0.47 0.71 — <4.33
Mit 4)5<) 0.65 ¡¡ jas 0.37
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El 0.72 1.0)8 - VN ‘-~ 0.44
ES 0.80> 01.94 - 0.53 0.47
E15
EIh




E4b 0.30 0.4> ¡ 032 j 0.21
E 1Gb 0.54 1.04 0.99 ¡ 0.31)
Ef 3.52 ¡ 4.65 2.54 2.4)8
TABLA 4.1V
Resultados de la valoración de proteiiias en los extractos totales y parciales obtenidos de
cuatro lotes diferentes de polen de centeno <suministrado por .1. A. Jiménez) mediante los
siguientes ínétoolos: L = método de Lowry; 1)0=3,) relación densitométrica 23<)1260;
DObsu relación densítornétríca 280/26(1; CRIS = métooloí de Bradford. VNVaIor negativo
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Aunque [0)5 resultados o>btenidos co>n lo>s extractos recogidos a partir de lo>s
pólenes co)nservados muestran entre ellos una alta semejanza, los resultados
electro>fo>réticos y del ‘Dot- immuno>binding” de los extractos del polen del
año) 10)89, po)drían considerarse como> intermedios de los o>btenidos con los
extracto>s de lo>s polenes del año> 1987 y los dlÉtl año> 1991.
Los l)~lenes de Allergon y de Sigma pro>ceden de distintos países, y han
sido reco>lectado>s mediante procedimiento>s muy diferentes a los de los
pólenes españo)les. A pesar de ello>, lo>s perfiles electroforético>s de sus
extractos so>n parecidos a 10)5 obtenidos con extractos tie pólenes reco>lectados
en 1987 y 1980), mientras que difieren con los de lo>s extraídos del po>len de
1991. Io>tlo)s esto)s dlato>s sugieren que las diferencias observadas se deben a
motlificacio>nes producidas en lo>s pólenes durante la etapa de conservación, y
10) a variaciones botánicas entre lo>s pólenes de tiiferentes ano)s.
Después de un año> de co>nservación en la nevera, se repitieron las
extraccíones del polen recolectado en 1991. Los resultados del contenido
pro)teico> (tabla 4.111, mostrada anterio>rmente) así co>íiio> los perfiles
electroforéticos (figura 4.16), son similares a los primeros que se obtuvieron
co)n este mismo po>len natía más ser suministrado). Este resultado> pone de
manifiesto que el po>len no) se había alterado> dtirante el perio)dlo) de
coinservacío>n. Teniendo en cuenta que el po)len había sido desecado en
condiciones más ventajosas, este nuew> dato sugiere que las diferencias
o>bservadas pueden deberse al méto>do tie desecación seguido> para su
co>nservacío>n, más que por el perio>tlo> 0) fo>rma tie almacenamiento>.
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4.2 INCUBACIONES BA.j() DIFERENTES CONDICIONES DE PH
Se ha descrito> que el pH del medio de incubación tiene influencia sobre la
proJ>o)rci~n de proteínas que se liberan del polen, así como sobre la cinética
de emisión de algunos alergenos (Marsh U al, 1981; Larsen, 1991). Los
primero)s auto>res encuentran en el polen de la ambrosía, que a pH ácido) so>n
extraído>s favorablemente algunos alergenos básicos, mientras que a pH
básico se extraen más fácilmente [os ácitlos.
Lois resultados de la cromato)gratla de intercambio iónico, realizada en el
estudlio) de carga nio>lecular dle los alergeno>s tíel poflen de 1987, mostraban un
bajo powcentaje dic co>mponentes neutro)s. [eniendo en cuenta los resultados
de Marsh a al (1981) antes citados, la utilización de un tampón neutro> en la
íncubación, po)día haber determinado) la baja proporción de componentes
neutros o )bteni tía.
Para co)nocer si el pH del medio) influía sobre la emisión de proteínas y
alergenos díel polen en estudio, se realizaro)n extracciones to)tales y parciales
mediante incubación diel polen en tres comdiciones de pl-! tliferentes: ácida
(glicina CIH 1<) mM, 150 mM CINa, pH 3), neutra (PO4HNa2-PO4H2K
10 mM, 15<) mM CINa, pH 7.4) y básica (CO3HNa- CO3Na2 1<) mM, 15<) mM
CINa, pH II)>.
En el esiLidio) se ha tenido en cuenta que durante la incubación, el polen
ibera determinadas sustancias tampo)nantes capaces de modificar el pl-! del
medio. Por esta razón se ha medido el pl—! en cada uno de los extractos
preparadios.
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4.2.1 Estudios realizados con pólenes de 1987
4.2.1.1 Cambio>s en el pH del medio> inducidos po>r el po>len
Los valores de pH de cada uno de los extractos reco>gidos en este estudio> se
muestran en la tabla 4.V columna B. Comn respecto> a los extractos to>tales, se
observa que los pH iniciales de los tampones glicina, fosfato> y carbonato> (3,
7.4 y 10) han sido> modificados a 4.5, 5.4 y 7.6 respectivamente. Las mismas
mo>dificaciones se observaro>n en Jo>s extractos parciales de un minuto) (le
incubación. En las extracciones posteriores se observó que el pH del tampón
de partida se mantuvo invariable en las incubaciones realizadas con tampón
fosfato y carbo>nato>, mientras que en las de glicina fue constantemente
cambiado a pH 5. Estos resultados reflejan que el cambio de pH observado en
los extractos totales tuvo> lugar durante el primer minuto de incubación,
permaneciendo> en esas condiciones de pH las 2<) ho>ras sucesivas. Según esto,
el pH medido> en los extractos totales debe de ser considerado como> el pH
real de incubación. Estos resultados muestran, además, que el
comportamiento> del po>len en el extracto total no puede ser comparado> con el
comportamiento> en las extracciones parciales, ya que so>lamente lo>s extractos
de un minuto se incubaron en las mismas co>ndiciones.
4.2.1.2 Liberación de proteínas
La cantidad de proteína liberada por el po)len en las extraccio)nes llevadas a
cabo en este estudio>, se exponen en la tabla 4.V columna A. Los extractos
totales o>btenido>s en tampón ácido> y neutro>, contienen prácticamente la
misma co>ncentración de pro>teína. mientras o1ue en el tampón básico se




































FIS 0.27 ± 0.08 -~ 5.0 035 -- 0)02 - 7.3 ¡ 0.45 * O 09 ¡ LO.
El h 0. MI ± 0.0)4 : 5.0 <1.42 ±0.04 ¡ 7.3 ¡ 0.53 ± 0.08 10.
E4Ii 0,4S ix 01.0)6 ¡ 5.0 0.53 ±0.06 7.3 01.58 t 0.10 10.
E2Oli ¿145 0.11 5.0) ¡ 0.18 ±. 0.08 ¡ 7.3 0.83 ±0.03 j 10.
~.E5-E20h 193 - ¡ 2.62 2.98 ¡
TABLA 4.V
Resultados de la valoració¡i de proteína pu” el método de Lowry (columna A) y de la
medición de pH <columna 8> en los extractos totales y parciales obtenidos por incubación del
Polen del centeno en tres tampones diferentes. Los valores son la media de tres experimentos.
t (lesviacion estáíídar media. YE.5-E2Oh representa la suma de la proteína extraída en kas
extracciones parciales recogidas después de un inmuto de incubación.
o>btiene la meno>r cantidad (14.4% menos con respecto> a glicina>. Durante el
primer minuto> de incubación se extraen [.42 mg, 1.20 mg y 1.48 mg en los
tampo)nes glicina, fosfato y carbo>nato respectivamente, representando el 31.5
9k 28.3 % y 37.9% de la proteína extraída en el extracto total del
co)rrespo>ndliente tampón. Comparantio> la cantidad de pro>teína que se libera
después del primer minuto> y hasta el final del proceso (xE5—E2flh),
o)bservamo)s que en las incubaciones con tampon carbonato> se reco>ge 1.05 mg
mas de pro)teína que en glicina y 0.36() mg ínás que en tampón fosfato. Esto>s
resultatlos reflejan que en condiciones básicas se obtiene, mediante




Con respecto al momento en que se liberan las diferentes proteínas, se
observa que mientras en tampón fosfato la banda cíe 67 kDa tiene un máximo
de emisión en los extractos de 4 y 20 horas, en carbonato la proporción es alta
desde el extracto de 1 hora hasta el final del proceso. En tampón glicina se
extrae en una proporción muy inferior a la de los anteriores tampones, con un
posible máximo en el primer minuto. La banda de 48 kDa también muestra
diferencias en su cinética de emision. observándose un máximo en los
extractos de 1, 4 y 20 horas en tampón glicina. y en los de 1 y 4 horas en
tampón carbonato y en fosfato.
4.2.1.3 Liberación de alergenos
Las proteínas de los extractos recogidos bajo diferentes pi—is de incubación
fueron separadas mediante eiectroforesis en geles de poliacnlamída en
presencia de SDS y posteriormente electrotrausferidas a una membrana de
nitrocelu)osa. La incubación de estas membranas con sueros de pacientes
alérgicos al polen del estudio, mostró que las bandas de 28, 33, 48, y 67 kDa
son reactivas en las diferentes condiciones de extracción <figura 4.19). Se
observa también que una banda de 81 kDa muestra algo de reactividad en
tampón carbonato. La no detección de esta banda en el patrón electroforético
puede representar que se encuentre en una pequeña proporción y que sea
muy alergénica. Análogamente con la emision de alergenos en tampón
fosfato, los primeros minutos de extracción incluyen la menor proporción de
bandas reactivas. A medida que el proceso avanza se va incrementando eJ
número de componentes alergenicos frente a los no alergénicos,
observándose que en tampón glicina los extractos recogidos entre 4 y 20 horas
solo contienen bandas reactivas. Los extractos equivalentes, preparados en
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tampón fosfato, contienen más componentes no reactivos que en los del
tampón glicina, y en los preparados con tampón carbonato la proporción es
todavía mayor.
4.2.1.4 Incubaciones con cambios consecutivos de tampón
Los resultados de extracción de proteínas y alergenos, bajo diferentes
condiciones de incubación, sugieren que hay proteínas que no han sido
liberadas por el polen durante la extracción a tiempos parciales en medio
ácido. 1=1diSCflt) de un nuevo protocolo de extracción, confirmó la suposición.
En este nuevo método el polen es incubado a tiempos parciales en tampón
ácido en dos procesos paralelos. En uno de ellos (polen 1), después de 20
horas cte extracciones
ácidas, se realiza una
extracción neutra y ___________________________________ ___________________________
posteriormente una
básica. En el otro
polen (polen 2), se
realizan las mismas
extracciones pero
todas ellas con tampón
glicina. En la tabla
4.VJ se muestran los
valores de proteína de
los distintos extractos
obtenidos en este
nuevo pro tocolo de
A> Resultado de las valoraciones de proteínas (en mg/mi)
realizadas en los extractos recogidos en la incubación con
cambios consecutivos de tampón.
E) Valoración de pH en íos mismos extractos.
Los extractos E32li y E44h, del polen 1, se obtuvieron
incubando en tampón neutro y básico respectivamente. El
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incubación. Mientras que el extracto recogido en la incubación entre 20 h y
32h del polen 1 contiene 0.160 mg/ml de proteína, el equivalente del polen 2
(con cambio del tampón de incubación a fosfato) se encuentra a 0.460 mg/mI.
El cambio a tampón carbonato en el polen 2 indujo un nuevo incremento de
la proteína extraída (0.56 mg/mI). mientras que la incubación equivalente del
polen 1, en medio ácido, experimentó una disminución en la extracción
(0.12 mg/mí).
Para comprobar el contenido en alergenos de los extractos así preparados,
se hizo un estudio mediante la técnica del RAST. ~Solose probaron las
fracciones con mayor contenido de proteína, por ser las únicas que permiten
P LIS
Extracto valorado
Lib - E201u E32h E44b
¡ 2.8 9 4.8 5.8 ¡.25
2 - 1.6 0.88 3.2 0.55
3 - >17 >17 —¡7 >17
4 3.8 11,5 >17 >17 y
2.5 >17 >17 >17 >17
O LI >17 >17 >17 14
7 0.8 5.4 6.6 ‘14 4.4
8 0.48 3 ¡ 13 0.86
9 0.98 4.7 6.8 3.3 1.1
1<) >17 >17 >17 >17 >17
TABLA 4.VII
Resultados de la valoración, mediante la técnica del
RAST de la alergenicidad de los distintos extractos
obtenidos por incubación del polen de centeno con cambios
consecutivos del tampón. P = Suero de paciente valorado
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proteína extraída en el cambio a carbonato contiene una menor proporción
de alergenos, pero también fue muy reactiva.
Queda claro en esta experiencia, que las proteínas y alergenos del polen de
centeno, son liberadas al medio de incubación de diferentes formas
dependiendo de las condiciones del metilo y del tiempo de incubación. De
acuerdo con todo esto, mediante la selección del periodo de incubación del
polen así como del tampón empleado, se pueden obtener extractos
enriquecidos en diferentes alergenos.
4.2.1.5 lsoelectroenfoque de los extractos obtenidos con cambios
consecutivos del tampón de incubación.
Teniendo en cuenta los resultados experimentales de Marsh et al (1981)
sobre la extracción de proteínas a diferentes pH, cabía pensar que las
extracciones en medio ácido habrían favorecido la salida de los componentes
mas básicos y que en los extractos posteriores, a pHs neutro y básico, se
extraerían favorablemente los ácidos. El estudio mediante isoelectroenfoque
de las fracciones 15h, Ib, 2Gb, 32h y 44h (figura 4.21) no fue sin embargo
conclusivo. Se observó que en todas las fracciones había una gran cantidad de
proteínas ácidas y material mal enfocado en los diferentes rangos de pH.
Estos resultados hacen pensar en la existencia de algún componente que
interfiere en el proceso, impidiendo que se enfoquen los distintos
componentes de los extractos.
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los extractos obtenidos del polen de 1991, se han resumido y comparado con
los obtenidos anteriormente en las extracciones del polen del año 1987, en la
tabla 4.VHI.
4.2.2.1 Cambios en pH del medio inducidos por el polen
Con respecto a la modificación de pH que el polen induce en el medio de
incubación, se observa que análogamente el cambio se produce durante el
primer minuto, aunque la modificación es diferente. Cabe resaltar que en la
incubación del polen nuevo en tampón fosfato y carbonato el cambio de pH
producido es menos drástico que en la del polen conservado, mientras que en
tampón glicina el cambio fue más intenso. Por otra parte el valor del pH en
las extracciones posteriores a un minuto, son muy similares entre el polen
nuevo y el viejo.
4.2.2.2 Liberación de proteínas
En las tres condiciones de incubación, la cantidad de proteína liberada por
el polen nuevo en los extractos parciales del primer minuto, fue menor que
las liberadas en los mismos extractos del polen conservado. En este dato debe
de tenerse en cuenta que una parte de las diferencias observadas, pueden
deberse a las posibles interferencias del método de valoración anteriormente
comentadas.
En cuanto a la cantidad de proteína recogida después de un minuto hasta
20 h de incubación, se observa que en tampón fosfato y en carbonato se extrae
prácticamente la misma proteína en los dos tipos de polen, apreciándose
diferencias en los periodos de máxima emisión. En tampón glicina los valores
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5> 65 ¡ 4.2 1 4.0
4 6 -~ 1.20 11.62
7 3 65 054 175
2.3 . 7.4 . 11.35 . 11.57
13 ¡ 7.4 0.42 ¡ 0.42
73 6.50.53 1127
7.3 6.5 ((78 líSíl
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~¡2.62 2.51
4.5 ¡ 6.11 4.5 ¡5.5
4.5 6.11 1.42 ¡ 0.55
So (tU ¡ 0,46 ¡ 0,67
5.11 ¡ 5.5 ‘1.27 0.72
5(1 ¡ 5.5 11.311 (1.711
Sií 4.5 1.45 ¡ 11,50
5.11 4.5 ¡ 11.45 (1.45
. 1.93 3.04
76 78 39 5.11
76 8 6 1 48 ¡• 0.77
9.5 ¡ 8.6 - 0.59 1
111.1> 1(1(1 0.45 >1.65
¡0.0 ¡ ¡00 1 0.53 (1,6(1
10.11 1011 0.58 (1,51>
10.11 ¡ 111(1 (1,83 [ 11.511
¡ 2.98 3.12
TABLA 4.VIJI
Resumen de los valores de proteína (¡ng/mi) y de pH estimados en los extractos obtenidos
mediante incubación del polen de centeno de 1991 en tres tampones diferentes. Cada valor se
compara conlos obtenidos en los extractos del polen de 1987 mediante el mismo protocolo de
extracción. XE5-E2Oh = Suma de la proteína extraída en los extractos recogidos después de
un minuto de incubación.
de extracción de proteína, durante este periodo, son en cambio muy
superiores en cl polen nuevo. También en este tampón se modifica el periodo
chi maxíma extracción de proteína.
Los perfiles electroforéticos de los distintos extractos recogidos en el
nuevo estudio de influencia del pH, sc muestran en la figura 4.22. Se observa
en ellos que la banda cte 67 kDa no se recoge en ninguna cíe las extracciones
del polen nuevo; en tampón glicina la banda de 48 kDa se extrae en una alta
proporcion, con un máximo de emisión durante el mismo periodo que el
polen conservado. En tampón fosfato su extracción es en cambio menor que
en el polen conservado y solamente se extrae entre 5 y 15 minutos de
incubación. En carbonato también disminuye la cantidad extraída de este
componente y se modifica su maximo de emisión (entre los extractos de 15
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teniendo en cuenta las diferencias observadas entre las cinéticas de emisión
cíe ambos pólenes, los periodos de incubación fueron modificados a: 1, 5, 15
minutos, 1, 4, 20, 32 y 44 horas. Los resultados nuevamente reflejan que una
parte cíe los componentes no extraídos después cíe 20 horas en tampón ácido,
se extraen cambiando el medio de incubación a tampón neutro y una parte no
extraída en los tampones anteriores, se extrae cambiando el medio de
jncubación a un tampón básico. Los resultados (le esta incubación están
resumidos en la tabla 4.IX. Se observa, sin embargo, que las cantidad (le
proteína liberada al cambiar de tampón de neutro a básico, es algo menor en
IYXII4iN<IY)
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POLEN 1 POLEN 2









0.65 0. 0.60 6
(1.86 ¡ 5.5 0.94 5 5
0.90 ¡ 4.5 0.85 4.5
0.72 j 4.5 ¡ 0.84 4.5
0.38 ¡ 4.5 0.40 ¡ 4.5
0.36 ¡ 4.5 O~37 ¡¡ 45
(.1.42 6.5 (LIS 3
(1.30 lO 0.10 ¡ 3
TABLA 4.IX
A) Resultado de las valoraciones de proteínas (en mg/mi)
realizadas en los extractos recogidos en la incubación con cambios
consecutivos de tampón (leí poleí¡ de 1991.
8) Valoración de pH en los mismos extractos.
Los extractos £321, y E44li, del poien 1, se obtuvieron incubando
cii tampón neutro y básico respectivamente. El resto se obtuvo en
ta¡xi pón ácido.




extractos del polen conservado. Las bandas se enfocaron nítidamente
apreciándose tina alta proporción de componentes basicos.
Los resultados reflejan que el pH del mecho puede influir sobre la
extracción de alguna proteína en particular (banda de PI 8.25 no extraída en
tampón carbonato), pero en general las modificaciones en las cinéticas de
emisión observadas, no parecen ser función de la carga de los componentes
del polen de centeno. Así hay un alto porcentaje de proteínas básicas y ácidas
que se extraen por igual en los tres tampones, durante los 15 primeros
minutos de incubación. Se pudo comprobar la existencia de una substancia
interferente que se extrae, en mayor proporción, en los tampones básico y
neutro a partir de 15 minutos de incubación, que precipita y arrastra
claramente a las proteínas hacia la zona ácida e interfiere con su enfoque.
Este hecho impide comparar los componentes proteicos extraídos después de
15 minutos por esta técnica, y sugiere que el incremento de bandas de ‘alto
peso molecular observado en las extracciones posteriores a 15 minutos de los
tampones carbonato y fosfato puedan corresponder a asociaciones
moleculares y no a la extracción de nuevos componentes. La interferencia se
extrae en una proporción muy inferior en las incubaciones realizadas con
tampón ácido, pero en los extractos de 32 y 44 horas, con cambios
consecutivos de tampón, su proporción fue tan alta que no permitió su estudio
por este método.
Cuando se estudia mediante isoelectroenfocíue los extractos totales
obtenidos en las tres condiciones de pH, se observa que en los extractos
básico y neutro, se produce precipitación en el punto de aplicación y hay una




















El estudio se disebó a nivel ________ _______
preparativo, con tiempos de
incubación iguales a los del estudio
analítico y recogiendo las proteínas
eluidas por filtración mediante
succión por vacio. En la tabla 4.X se
muestran los resultados de la
valoración del contenido proteico. ________
Se observa, con respecto al estudio TABLA 4.X
analítico, un incremento en la Resultados de la valoración de
concentraci~n del extracto recogido proteína en los extractos
los preparativos obtenidos por
a cinco minutos. Un resultado incubación del polen de 1991 en
similar se observó en el estudio con tampón glicina.
cambios consecutivos de tampón. En
ambos procedimientos la proteína se recoge por succión, mientras que en los
estudios analíticos es por centrifugación. La diferente metodología justificaría
el incremento observado.
4.3.1 Determinación de pesos moleculares
En la figura 4.26A se observan los patrones electroforéticos de las distintas
fracciones obtenidas. En esta nueva extraccion sc observan más intensas las
bandas de 52 y 63 kDa en los patrones electroforéticos de las primeras
extracciones, que en las obtenidas en las equivalentes del estudio analítico
mediante centrifugación. La estima de los pesos moleculares de los
componentes reactivos se llevó a cabo mediante inmunoelectrotransferencia.
Las proteínas de los extractos, separadas mediante electroforesis en geles de
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poliacrilamida en presencia de SDS. fueron electrotransferidas a una
membrana de Inmobilón P y posteriormente incubadas con una mezcla de
sueros de pacientes alérgicos. Los resultados (figura 4.26B) reflejan que los
componentes reactivos de este polen tienen ~~5O5 moleculares de 52, 48, 33,
30, y 28 kI)a. Tampoco fueron reactivos en estas extracciones los
componentes de menor peso molecular.
4.3.2 Determinación de sus puntos isoeléctricos
La determinación de Los puntos isoeléctricos de los componentes reactivos
se hizo mediante inmunotransferencia. Las proteínas recogidas en las
extracciones parciales. fiíeron separadas niediante isoelectroenfocíue y
transferidas por presión, a una membrana de Inmobilon P. Estas membranas
fueron incubadas con una mezcla de sueros de 20 pacientes alérgicos a este
polen. Los resultados se ven en la figura 4.27. Sc observa que hay un alto
porcentaje de alergenos muy básicos (entre los marcadores de 8.15 y 9.3), que
además son muy reactivos según se desprende de la intensidad de la reaccion
en estas bandas. El resto de los componentes reactivos se enfocan entre los
marcadores de pLintos isoeléctricos de 5.2 y 655. También se observa dos
componentes alergénicos extraídos durante el primer minuto con puntos
isoeléctricos de 7.2 y 7.3.
4.4 PIJRIFICACION Y CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE
ALERGENOS
Teniendo en cuenta los resultados experimentales, obtenidos sobre
liberación de proteínas y alergenos, se seleccionaron unas condiciones de
incubación cíue permitieron obtener extractos altamente enriquecidos en
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alergenos. La menor proporción de componentes que contienen estos
extractos, permiten una mejor caracterización bioquímica de los alergenos del
polen en estudio. Partiendo de estos extractos se han podido purificar varios
alergenos mediante un único proceso cromatografíco.
4.4.1 Extractos obtenidos a partir del polen del año 1987
4.4.1.1 Purificación de la banda de 48 kDa
La purificación de esta banda se realizo a partir de un extracto, recogido
entre 1 y 19 horas cte incubación del polen en medio ácido (El- 19). Este
extracto fue seleccionado como punto cje partida en la purificacion cíe
alergenos del polen en estudio, ya que: estaba enriquecido en alergenos,
contenía solo una parte de ellos, incluía una baja proporcion de otros
compuestos no reactivos y acleniás la cantidad de proteína que se extraía
permitía hacer estudios posteriores. Otra característica importante que se
tuvo en cuenta fue la baja proporción en proteína cíe 67 kDa qtíe contenía, ya
c¡uC en experiencias previa a este trabajo. se observo que en los procesos de
exclusión molecular, este componente aparecía en las fracciones que
contenían las bandas de 3<) kDa.
El extracto fue su bfraccionacto mediante cromatografía exclusión
molecular en una columna de supe-rosa TM O (Pharmacia), de acuerdo con el
procedimiento descrito en material y métodos. En la figura 4.28 se muestra el
perfil cíe e Ití ción del proceso así c(Inl() l<)s resol tados del est ridio
electrotorétíco de las fracciones recogidas. Se ve como el componente de 48
kDa se separa del resto de las pr<>teín~is del extracto en las fracciones 52, 53 y
54.
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4.4.1.2 Comprobación in vivo de la alergenicidad de la banda de 48 kDa
Los resultados de las inmunotranferencias realizadas hasta ahora,
indicaban cíue esta banda era alergénica. La comprobación in vivo cte su
alergenicidad fue llevada a cabo mediante test cutáneo (PRICK) en 12
pacientes sensibilizados al polen de centeno. La prueba se realizó aplicando
en ambos brazos el extracto total comercial, de uso rutinario en clínica
(normalmente a
18 4/mI). Los valores del área de 1
concentraciones cte 5—6 mg/ni!) y la proteína purificada (a
as pápulas levantadas en los pacientes
Arta de la p~Ápu la md ucida por a u, nes> ra (rnn<) 1 latos clin ¡tos del poden te
N0 ILXIR\ (FIN> ¡ BANIIA 111% 1 AM rNA Igl E RASF ¡¡(I)MIIR(?IAI ¡ 45 LI Wc ] 1< lEAL ¡ (IXILLrÑ() INMIÁNOIERAI’IA
1 111,8 . 3p 38 341) ¡7,5 < Nt)
2 15,0 4,0 ¡ ~)) 48 3,3 ¡ SI
3 U 5 ¡ 3,5 ~4 216 1,6 Sl
4 ¡5.3 ¡ 6,0 8,0 1.400 . 9,3 NO)
94) . 3,5 38 282 (tÓ Sí
6 20,1) ¡ 13,5 srí 23 9,4 Nt)
7 28,3 12,9 00 176 9,2 Sl
8 IS.o ¡ ó,5 < 7,3 235 3,5 NO
9 24,0 11,5 3,5 176 7,> SI
lO 6,7 4,0 3,0 153 (17 ¡ NO
II 16,1) 3.3 5,3 19’> 0,9 NO
¡2 5,3 5.5 0,8 30 ¡ NO
TABLA 4.XI
Resultados de la comprobación mediante tesí cutaneo (PRICK) de la alegenicidad del
‘1
componente dc 48 kI)a. Los valores representados son las áreas en mm de las pápulas
inducidas por el etracto comercial (a 5-6 mg/mí), la proteína purificada (a 18 gg/ml y el
control de ltislaíxiína. Se muestran así mismo datos clínicos de interés en cada paciente
estudiado.
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(media del resultado de ambos brazos) se muestran en la tabla 4.XI. Se
aprecía que casi en la totalidad de los enfermos el tamaño dc la pápula,
2inducida por el componente de 48 kDu, fue superior a 3 mm y en el 50% de
los enfermos el tamaño> fue igual o superior a la de la histamina. Estos
resultados confirman que el componente purificado es un alergeno.
4.4.1.3 Cromatografía cíe exclusión molecular a nivel preparativo
El extracto (le parada de la cromatografía anterior, había sido cambiado cíe
tampon y concentrado con el fin cíe obtener un alto rendimiento
cromatogrúfico. Se observo que durante esta fase cíe preparación de la
¡nuestra, se precipitaba una importante cantidad de proteína. Debido> a que el
componente dc 48 kfla se extraía minoritariamente a pH neutro, cabía pensar
cíue el cambio de pH pocha favorecer la precipitación de esta proteína. El
proceso se escalo a nivel preparativo para poder disponer cíe la proteína
su Vicie rite para SI] caracterización bio cí u ím í ca, pero sin cambiar el tampón del
extracto) para evitar pérdidas. Se observó un incremento) de absorvancia en la
zona del pico. correspondiente a la elución dc la banda (figura 4.29A). El
estudio) clectroforétíco reveló que e< incremento) de absorvancia se debía al
aumento’ cíe una Sustancia que ¡nten’er(a el proceso eléctrico) (figura 4.29B).
E? comportamiento electroforético y las características de tinción reflejaban
cítíe su naturaleza no era proteica. El tratamiento de la fracción con 2w
mercaptoetanol corregía la interferencia, lo) cual indica que el alergeno se une
a dicha substancia y produce el cambio observado en la electroforesis. (figura
4.3<)>






cromatografía de intercambio catiónico en Lina columna SP, en un sistema
cromatográfico de alta resolución. La elución se llevó a cabo mediante un
gradiente de concentración de CINa en el tampón. El perfil de elución mostró
prácticamente la misma absorvancia en todas las fracciones recogidas (figura
4.32). Los resultados electroforéticos detectaren que se eluye en la fracción
no retenida Lin componente muy ácido, COfl movilidad cercana a 48 kDa, cuyo
comportamiento electroforético es similar a la interferencia que eluye con el
alergeno purificado. La primera zona de elución del material retenido
contiene sustancias no proteicas. Las proteínas se encuentran tan solo en las
fracciones eluidas a partir dc una concentración de CINa de 300 mM en el
tampón de elucián, y además se eluyen sin haber sido resueltas. Teniendo en
etienta que la muestra de partida se encontraba a pH 4.8, las proteínas de la
mezcla deherfan haber sido eluidas a una concentración menor de CINa, ya
que sus pu¡itos isoeléctrícos estaban coniprendidos entre 4.2 y 6, según los
resultados dcl iMleleCtroenfoque anterior.
Estos restiltados reflejan, por tanto, que en el extracto de partida hay
sustancias no proteicas que dificultan el esttidin de estas proteinas.
4.4.2 Purificación de adergenos a partir dc) polen dc 1991
4.4.2.1 Purificación de la banda de 48 kW
La alta proporción de componentes de 48 kDa que se recogía en la
incubación ácida de! nuevo polen y la posible ausencia de interferencias,
sugería la repetición de! estudio de la banda de 48 kDa con extractos de este
polen. El extracto de partida contenía las proteínas liberadas por d polen




incluyeron las proteínas liberadas entre 4 horas y 20 horas, porque el perfil
electroforético niostraha una proporción pequeña de la banda de 48 kDa, y su
inclusión podía incrementar las interferencias. 1 n cromatografía se realizó en
el tampón de extracción. En esta ocasion la muestra fue menos concentrada
para evitar pérdidas. El perfil de elución se muestra en la figura 4.33 en la que
también se incluyen los perfiles electroforéticos de las fracciones recogidas.
Se observa una mayor nitidez de los componentes. aunque también se detecta
una sustanca no proteica con movihdad paralela a la banda de 48 kI)a. En
este proceso sin embargo la interferencia se encUentra en menor proporción y
su presencia flO distors¡o¡ia la niovijídad de la proteína. La mayor resolución
de las bandas permite apreciar que Ja banda 48 kDa podría estar desdoblada
en dos bandas muy próximas.
4.4.2.2 Determinación de los puntos isoeléctricos de los componentes de las
fracciones crornatográficas
La fracciones de la cromatografía anterior que contenían d componente
de 48 kDa fueron analizadas mediante ísoelectroenfoque, observándose que
la banda está mayoritariamente formada n’~ tres componentes de puntos
isoeléctricos 5.7. 6.1 y 6.5. E] análisis por esta técnica de las fracciones que
contenían los componentes de 30 kDa (62. 63 y 64) mostró que la muestra
contenía dos bandas de puntos ¡soeléctricos 9.3, 9.1, y el resto de los
componentes se enfocaban entre 6.8 y 5 (ver figura 4.34A).
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reactivos reveló que los tres componentes de ¡a I)anda de 48, unían Igl? de
forma específica.
Los componentes reactivos con pesos moleculares cercanos a 3<) kDa
(fracciones de la cromatografía de exclusión molecular), tenían los siguientes
puntos isoeléctricos: 9.3, 9.2, 6.2, 5.8 y 5.6 (flgura 4.34B)
4.4.2.4 Purificación de alergenos mediante cromatografía de intercambio
catión i Co
Los resultados de la cromatografía anterior mostraban que el extracto
seleccionado contenía una proporción elevada de sustancia interferente, que
impedía la total purificación de! componente 48 kDa. La finalidad de esta
nueva cromatografía fue la de separar el compuesto ácido interferente y
recoger independientes los dos grupos de proteínas que contenían alergenos:
proteínas con plintos ísoeléctricos básicos por encima de 8 y las proteínas
ácidas enfocadas entre 6.5 y 5. En la figura 4.35 se ve el perfil de elución de
esta nueva cromatografía, así como los resultados del análisis electroforético
de sus fracciones. Análogamente a la cromatografía anterior de intercambio
catiónico, realizada con los componentes dc 3<) kDa del polen antiguo, se
eluye una sustancia no proteica en volumen excluido. Esta sustancia
representa un porcentaje cievado de la absorvancia total de la muestra, y no
es de naturaleza proteica ya que no se tiñe con plata. Las primeras fracciones
recogidas, incluyen así mismo sustancias no proteicas. Mediante este tipo de
cromatografía se recogen, en las primeras fracciones la mayor parte de los
componentes ácidos de 28, 30, 33 y 48 kDa así como un nuevo componente tic
43 kDa. Mediante este tipo de cromatografíu se ¡ogran separar de] resto de




En la tabla 4.XII se muestran los resultados del prick realizado con los tres
componentes purificados en la cromatografia anterior. La prueba cutánea se
llevó a cabo midiendo la reactividad de los componentes separados a dos
concentraciones diferentes, realizándose simultáneamente en los dos brazos.
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Resultados de la comprohac¡ún mediante test cutaneo (PR¡CK) de la alegenicidad de ¡os
componentes purificados a partir del j)oItLI recolectado en 199!. Los valores representados
son las áreas en mm2 de las pápulas inducidas por las muestras estudiadas:
= Componente dc 27 kDa, ensayado a: A) 35 gg ¡mi; 8> 3.5 xg ¡ml
2 = Componente dc 48 kIJa, ensayado a: A) 36 ~ ¡mi; B) 3 ~g/m¡
3 = Componente de 30 kWí, ensayado a: A) 265 ~ ¡mi; Ib 2.6
1xg ¡ml
4 Componente de 48 kDa, ensayado a: A) 20 xg ¡ini; B) 2 jxg ¡ml
Las muestras 1, 2 y 3 son los componentes purificados mediante cromatografía de
íntercaIIlI)jo atulollico y Ia¡ miiest.rat número 4 e.s ti componente puríticado mediante exclusión
,u*>lec¡uI»r.
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lws resuhados indican que las tres bandas separadas en la cromatografía son
alergenos.
Los resultados del presente trabajo ponen de manifiesto que la realización
de extracciones a tiempos parciales, convenientemente s&eccionadas,
permite un estudio m~is detallado de los alergenos que contiene el polen de
centeno y simplifica la metodología para su purificacion.
4.5 ANALISIS MICROSCOPICO DEL ESTADO DEL POLEN RETENIDO
EN LA MUCOSA NASAL
Una parte de los restiltados anteriormene descritos, demostraban que e!
polen de centeno libera sus componentes en función de las características del
medio en e! que se hidrata. Según esto, si el grano de polen no se rompe
durante su permanencia en la mucosa nasal, las proteínas alergénicas se
encontrarían entre aquellas que el polen lihera en las condiciones de
hidratación del órgano de choqne. Si esto ocurre así, la incubación <le! polen
en un fluido similar al del tejido alcanzado favorecería la extracción de las
proteínas reactivas.
A la vista dc todo esto, se hizo [Ifl análisis rnicrosCop!C() de las partículas
retenidas por el moco nasal. Solamente se analizarc>n cuatro muestras ya que
la finalidad del estudio fue la de observar si la morfología del polen sc
niantenía, después de su contacto CO~ el medio húmedo. o si los pólenes se
encontraban abiertos o deteriorados. La observacion microscópica ~tiS() de
relieve la existencia de pálenes enteros, principalmente de gimnospermas. Sin
embargo se observó en dos ocasiones que el grano de polen podía emitir el
tubo polínico sobre la mucosa nasal. En la figura 4.37 se muestra una de las





Las imágenes descritas ~OflCflde relieve que un polen puede llevar a cabo
los procesos hotúnicos necesarios para fecundar la ovocélula, mientras se
encuentra retenido por el moco nasal. El momento en el que el proceso se
interrumpe será dependiente de la especie a ja cjne pertenece el polen así
como de las condiciones del tejido en el que impacta.
Estas transformaciones botánicas que el pnlen experimenta durante su
permanencia en la nariz, son condicionantes dc la emision de sus
componentes y sugieren que algunos alergenos podrían no ser extraídos, o
hacerlo en una baja proporción, mediante. los procedimientos actuales de
preparación de extractos alergénicos.
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En cl momento actual se considera que el diseño de la tecnología óptima
para la preparación de extractos alergénicos debe de basarse en el
conocintento de las curacterísflcas biohwicas de) material de partida
(Piatts-Mílis, T.A.L. yChapman, MD., 1991: I3araniuketa/, 1992).
El presente estudio se ha basado en los trabajos de Heslop Harrison (1979)
y Watanabe (1955). sobre las características botánicas del polen cte centeno y
sobre si.> e{)nlporlanhJeIlt<) en un medio acijoso. Se consideró de interés
conocer, en pr¡nier iugar. corno se cornporta e! poien de Centeno durante los
procesos de incubación, analizando come y cuando libera sus proteínas y
alergenos. Para ello hemos tenido en cuenta que durante la incubación se
produce la hidratación del polen y con ella se inician una serie de ~FOCCSOS
destinados a la germinación del mismo. En el polen de centeno la mayor
parte de les materiales que se necesitan para su germinación han sido
sintetizados antes de su Iiberacion a ]a atmósfera, por lo que la simple
Eúdrataeíón de~ polen da Lugar a? inicio de~ proceso. La fase en la que éste se
interrumpe es dependieiite cte la interrelación polen—medio. LI conocimiento
de los procesos w~e ocurren en el polen dt¡rante la inctibacion, permite
anulizar como se produce la emisiÓn de Proteínas y alergeiios durante la
ni 1 .~‘ ¡mi y c< >flnter come influyen algunos factores en la preparación de los
extractos ¿Hergénicos.
U FUI Ve! estudiadas las características cinéticas de los componentes
solubles del poleii de centeno, nuestro interés se centré en elnener extractos
altamente enriquecidos en alergenos, mediante tina selección cte las
umdi cii mes de new bac,<½.El resultado del proced ¡ ini ento es equival ente a]
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de un fraccionamiento bioquímico de los componentes del extracto total, ~C~()
la metodologia la realiza el propio polen y con un alto rendimiento.
Partiendo de estos extractos hemos podido purificar tres alergenos
mediante un único proceso cromatográfíco. tjnu de los cuales no se incluye en
ninguno de los grupos de alergenos descritos para las gramíneas.
5.1 COMPORTAMIENTO DEL POLEN DE CENTENO DURANTE LOS
PROCESOS DE INCUBACION
lnicialrneíite se seleccinnó, como medio (le incubación par el estudio, el
tampón fosfato por ser tiflO de los reconiendados para la preparación de
extractos alergénicos, así como porque contenía una concentracion (le iones
adecuada pata evitar la rotura de los pdlenes. Per otra parte, dentro de
nuestro concepto (le que d polen libera sustancias al medio en función (le una
interrelación con éste, el tampón seleccionado sifliLila al que el polen pueda
encontrar en el árgano de cheque. En estas condiciones, los componentes que
se liberan al medio pueden ser similares, si no iguales a los que el polen libera
normalmente al alcanzar dicho órgano.
Los resultados obtenidos así corno la iniormacion bibliográfica sobre la
influencia del pH en la extracción de aiergenns, nos sugirieron la repetición
del estudio baje diferentes condiciones de pH. La selección de pHs extremos
(3 y 10) se hizo COfl el fin de resaltar su influencia sobre la extracción y la
selección dc tampones carbonato y glicina se debió a su capacidad
tamponante a los pH elegidos.
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5.1.1 Roturas de pólenes
Se ha descrito que durante la hidratación del polefl de centeno, viable o flO
viable, pueden producirse roturas de las paredes celulares (Heslop—Harríson,
1979). LI fenómeno se debe ‘a que una vez recuperado el plasmalema, los
coloides cítoplasmútícos hacen que e~ agua siga penetrando en la célula. La
tensión creada en el interior celular por la continua entrada de agua, es muy
hité y se produce ¡a rotura dc las membranas por el opérculo. Si el tampón no
contiene sustancias que regulen esta entrada de agua, los polenes se
romperían tinraifle e] proceso de incubacion. Este hecho daría lugar a la
liberación del contenido cit<)plasrnátic(l al medio de incubación y alteraría los
resu [tactos del estudio cinético. [Á)s primeros resultados del recuento
míeroscopleo de polenes rotos durante los ¡WOCCSOS de extracción mostraban
tina baja proporcien de roturas, muchas de ellas por zonas diferentes a la
aperuira. le CLIaI implica una nñtira mecánica. Estos datos nos sugerían que la
concentracíer empleada de CiNa (15<) mM), compensa osmoticamente las
concentr~¡eíones de solutos del interior del polen.
Ante las dilerenciés observadas en la emisión (le proteínas y alergenos de
los pólefles recien recolectados, se pensó que podían existir diferencias en el
~‘rado de. cunservacion dc las membranas de sus cé]t]Ias plasmáticas. Deh
acuerdo con los estudie de hidriación de Heslop—Harrison (1979). la
inetihacián en agua destilada, sin iones que compensen la entrada de agua en
la cé 1w la, !.)rovoc~ la rotu ni únicamente en ¡ os polenes que manfle nen la
capacidad dc recuperacion de las características osmoticas (le SUS membranas.
[mi incubación de los diferentes poicues de centeno. en agua destilada,
1)rodIttl{) únicamente la rotura del I)oIefl recién recolectado, el cual rornpi() sus
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membranas a los 40 segundos de entrar en contacto con el líquido. Esta
observación es totalmente coincidente ccii ms resultados experimentaies del
autor antes citado. La ausencia (le roturas en los pólenes conservados es
contradictoria coii la capacidad de algunos tic ellos de emitir sus protetuas
COfl diferentes cinéticas de emision. Una posible explicación a esta
discrepancia podria encontrarse en que el polen conservado haya mantenido
activo su metabolismo celular y se hayan degradado una parte de los coloides
citoplasmáticos. Este hecho daría lugar a una disminución en la penetración
del agtia y la tensión creada flO sería suficiente corno para producir Ja rotura
de la membrana.
Los pálenes de Aiiergon no mostraron diferencias cinéticas en la emision
de sus componentes y no rompían sus membranas en agua destilada. Este
comportamiento puede reflejar en cambio, una alteración pernianente (le las
características reguladoras de la membrana celular.
De acuerdo co¡i todo esto, las roturas por cheque osmotíco de los pólenes,
solo se produce si el polen está bien conservadn y en el medio de incubación
no existen solutos que equilibren lii entrada de agua al polen.
Dentro tic las recomendaciones de la lUIS, para ¡a preparación de los
extractos a partir de polenes, sc requiere que éstos se incuben en agila
destilada. Es evidente que, tanto desde un punte de vista experimental corno
teórico, si los polenes cte las gramíneas están bien desecados y conservados
romperán sus membranas a los 4<) segundos de entrar en contacto orn el agua
destilada y su contenido citoplasmatico empobrecerá La calidad del extracto.
Esta recomendacion por lo taflh) no es aplicable en la preparación de
extractos con pólenes de estas plantas.
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5.1.2 Liberación de proteínas
Los resultados del presente estudio sobre emisión de proteínas al medio de
incubacion, ponen de manifiesto que el polen de centeno ¡ibera sus proteínas
con diferentes cinéticas y tasas de emisron. Las características de la liberación
son diferciites en ¡os pórenes nueves y en los conservados y en ambos se
modifica dependiendo del medio de incubacion en el que se encuentran.
La base biológica de las diferencias cinéticas en la emisión de proteínas
puede encnntrarse en su localizacion en el grano de polen así como en el
grado de interaccion que posean con fas estructuras de éste. De acuerdo con
los conocimientos teóricos sobre el comportamiento del polen en un medio
acuoso. las proteínas que se liberan al medio de incubacion pueden
1< )CUI izarse tanto en la pared ce tu lar de w len como en su citoplasma.
La extracción de las proteínas citophisrnáticas se produce principalmente
durante la fase de expulsión, y dura hasta que la membrana recupera por
coru!)Iet(> sus airactensticas de meml)rana seniiperrneabie. Este proceso se
realiza en el polen del centeno con extremada rapidez (30 segundos), por lo
CjIIC les componentes citoplasmúticos se recogerán en las primeras
extracciones. Experimentalmente este hecho se corrobora con la obtencíon
de u mi e levada prOp~ 1 rci()n de proteína durante e! primer minuto de
incubación así como por la dr~ist¡ca modificación de pH que se produce en el
mcd 1<) U ura íiw es te col-te periodo. Teniendo e u cuenta que los hidratos de
carbono interfieren con el método de Lowry y los ácidos nucleicos COfl la
vahración de proteínas mediante relación densitoméinca 280/260, la
interferencia detectada en las valoraciones de los extractos del primer minuto
)r esh )S nié todos, también puede. reflejar qn e el extracto contienen u tui
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mayor proporcion de dichos componentes citoplasmaticos. Los resultados
electroforéticos muestran que las proteinas liberadas durante este primer
minuto son principalmente las de menor peso molecular. Este resultado es
constante en los diferentes pólenes estudiados, pero mientras que una parte
de ellos cesa la emisión a los 15 minutos tic la extracción, en el polen de
Allergon y en el de Sigma estas prote(nas se siguen liberando durante todo el
~TOC~S{)de incubación. La emisión continuada dc componentes de bajo peso
molecular en estos polenes, se justificaría por el posible deeriorn de la
niembrana p]asrnática anteriormente comentada.
De acuerdo con lo expuesto por Heslop-Harrison (1979), las proteínas
citoplasmat¡cas dejarían de ser emitidas poco después del minuto de
incubación y sin embargo aquí hemos observado que continua hasta los 15
minutos del proceso. Esta prolongación en el tiempo de emisión se produce
tanto en el polen conservado corno en el recién recolectado y puede deherse a
varias causas <> a la suma de todas ellas. Por un lado, las características del
tampón podrían modificar comportaflhient() osmotíco de la célula; por otro
lado, este tiempo puede ser el necesario para que la totalidad del material
liberado atraviese la pared del polen y alcance el medio de incubación.
También debe de tenerse en cuenta que la incubación se realiza in vitro y a O
C, mientras que los datos de Heslop Harrison (1979) se basan en
experimentos a temperatura ambiente y sobre el estigma de la planta.
Por otra parte la mayoría de ¡os estudios íflmLifl(>histoquimicos en diversos
pólenes (Knox y Heslop—I-larrison. 1971; KPOX u cl. ¡980; O’Neil eta!, 1990),
muestran que las proteínas liberadas al medio en la (ase inicial de la
incubación se localizan sobre la pared del polen, en su citoplasma o en ambos.
Recientes estudios (Grote, 1991> han desento corno exclusivamente
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citopfasmátic~i, la localízacion de un alergeno de 1’? kDa, de rápida emisión,
en e] polen de Berula verrucvsu. En este trabajo se sugiere que algunas de las
proteinas, ocalizadas a la vez sobre la pared del polen y en su cLt()plasflla,
sean unicamente citopiasmúticas y que, debido a su rápida velocidad de
extraccion, han difundido a la pared durante el ~~OCCS()de fijación del tejido.
Entre las proteínas de rápida emisión también podrían estar incluidas las
pmtetias de 1~ exina. Las sustancias proteicas que contiene esta Capa de la
pared, han sido transferidas desde cl tapetum, a! fina! del desarrollo del
po¡eu, y se encuentran formando depósitos en las cavidades (fe la capa. La
Ulilt>fl flOY tanto de. estas proteínas CCI) el polen es leve y se liberan a los MOCOS
segundos de. entrar en contacto con un medio acuoso, a través de toda la
superficie de! pÑcn. Se ha descrito que los pálenes de las grarnineas poseen
ti vi bujo con ten do de proteínas en ia cxina, i ndicúndose incluso que ias
esteras~js, enzimas típicas de las exilias de muchos pólenes, se localizan en la
intinn. Según esto la contribución de las [)roteínas cte la exina en la
Comp(.iS’iciflLl proteica de los primeros extractos debe ser escasa.
Las preteinas de la intina se encuentran en forma de inclusiones o
forniande tubiiks y láminas en el interior de ésta. Su liberación se prodUcC a
navés del pelo germinativo y se requieren períodos de incubación más largos,
u e se necesita cj tic la i nti mi se encu en t re hid mt ada, q tie los tú bu] os y losva t
depósi1ns se deshagan, y que alcancen posteriormente el pelo germinativo. Se
ha descrue que as proteínas de la intina tardan en Iibera!rse al medio de
ncu 1)80] ón n vi tro, peri odos de tic mpo a] rededor dc 31) mi ntitós (Hes)op
Harrisen ci al, ¡973). En el esudio que realizarnos sobre emisión de proteínas
del poen de 1987, comparamos [a proteína extraída rompiendo el polen por
sutiL CaCI<J II. CO FI la extraída medran te ¡ new hacíd n de! pele u diirante ¡9 h.
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Aunque los valores en contenido proteico fueron similares, el patrón
electroforétíce reveló una baja proporción de componentes de 30 kDa en el
extracto del polen sonicado. Puesto que el periodo de sonicacián fue corto
(15 minutos), la baja extracción de estos componentes del Polen, sugiere que
estas proteínas se localizan en la pared y no han sido extraídas de ésta. Según
esto, las proteínas de peso molecutar cercano a 3(1 kDa serian proteínas de la
intina. El retraso en la liberación de estas proteilias en los pólenes
conservados refleja probablemente un retraso en la disolución de los túbulos
por alteraciones producidas en e! polen durante e! proceso de conservación.
5.1.2.1 Liberación de proteínas en diferentes niedios de incubación
Marsh u cd (1981) han descrito que el pH del medio influye sobre la
extracción de los componentes de ¡os pólenes (le forma que a pH ácido se
verían favorecidos los componentes más básicos y a pH básico los más ácidos.
En nuestro estudio las diferencias en las cinéticas de extracción observadas en
las incubaciones COfl los distintos tanlp(>nes. no parece deherse a que el medio
condicione la extracción en fuución de la carga de la proteína, ya que en los
tres tampones se extrae una alta proporción (le componentes acídos y básicos.
Baraniuk et al (1988 y 1992) describen una d¡Lreneia de comportamiento. en
cuanto a emisión de proteínas entre el polen de la Ambrosia y el polen del
Lolium perenne. bajo las mismas condiciones de extracción. Estos autores
observan una alta proporcion de componentes basicos entre las proteínas de
rápida emisión de] polen de la ambrosía y un retardo en las más ácidas,
mientras que no observan variaciones (le puiitn isoeléctrieo entre las extraídas
del polen de Lolium a diferentes tiernpns. Es posible que en el polen de
centeno la extracción de alguna proteína se vea favorecida o retardada en
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función de la relación de su carga con e! medio, (banda de pI 8 no extraída en
tampón carbonato), pero más ptrecu que puedan estar influyendo las
diferentes interrelaciones de! puien CON ~OStres medios. El comportamiento
del polen en glicina podría inteipretarse incluso como que la presencia de
este aminnacido en el medie condicione algún ~tOC~SOmetabó!ico del pofen,
va que en las plantas este arninoacidí> participa en la %cJefla respratoria
dentro de la mitocondria. Esta hipótesis estaría apoyada por el hecho de que
con el p<}I~ nuevo, que posee mejor conservadas sus awacterísticas y
estructuras celulares, se incremenia desproporcionadamente la cantidad cte
j)rete.íIns de 48 y 58 kDa recogidas con respecto a otras extracciones. Además
las diferencias observadas entre extractos del ix)lerL fltICV() y viejo son mayores
en h s ohte ni des con tampón glicina.
Los resultados obtenidos en las extracciones con cambios consecutivos del
tampón de incubatián, ponen de relieve la importancia que tiene el medio de
incubación sobre la extr=iccionde pn>teína.s de] polen de centeno.
Un áispecfl> que está claramente condicionado por las características de pH
del medie es la extracción de tin cflrnp()fleflte ácido que interfiere con el
proceso dc ísoeiectroenfúque. Esta sustancía se detecta en los extractos
preparados a partir de los 15 minutos de incubación, principalmente en
condiciones neutras y básicas. Se observa que el avance de esta sust’ancia
hacia el CICCtfOd() áCIdO provoca a precíptacion de (os componentes que
e ¡icu e nt va en su desplazamie nh , al te rancio su enfoqu e y distorsionando por 1<>
tanto La informacíen que nos da la técnica. En las extracciones con cambios
consecutivos de tampón, se ve que cuando en tampon glicina ya no se extrae
prácticamente nada de proteína, el cambio de tampón ~tOVOCQademás cte un
Incremento significativo de la proteína extraída,Ia extraccion de una alta
(‘AP: 5 PA<k: 9
DISCUSION
proporcion de una sustancia interferente. I)ebido a ello no se pudo analizar
las características de carga molecular de los componentes extraídos.
La presencia (le esta interferencia en los extractos totales determina que en
sus patrones de isnelectroenfoque se detecte una baja proporción de
componentes básicos, cuando por otras tecrologus y en los estudios por esta
misma técnica de los extractos de los primeros 15 minutos, se comprueha que
contienen una importante proporcion de proteínas básicas. Estos resultados
jt¡stifican la discrepancia que existe entre los trabajos de Renck y Einarsson
(1987> y los de Westpal et al (1988> snbre las características de carga
molecular tic los alergenos del polen de] Centeno. Así mientras que los
primeros autores detectan un alto porcentaje de alergenos básicos mediante
estudios por iflrnLIn()electr()f()resis cruzada, los segundos autores los describen
en cambio corno muy ácidos, al realizar tina lnfllLiflodeteccion entre los
componentes separados mediante isoelectr<)eflfoqLIe. En los estLidios de
colaboración internacional destinados a [a preparación de extractos de
referencia de los pólenes cte las gramíneas: Ph/cian f)ratense, Cynodon dadilis
y Lolium perenne, se describen corno ácidos la mayor Parte de los
componentes de los pólenes, tras el análisis de los componentes de la muestra
mediante isoelectroenfoque y sin embargo en e] misnio trabajo los resultados
de las inmunoelectroforesjs crUzadas de las mismas muestras, ~OflCfl de
manifiesto la presencia de una alta propurcon dc alergenos basicos (Gjesing
et al, 1985; Baer e/ al, 1986; Stewart eta!, 1988).
Por tanto podemoS c(>ncItflr que esta técnica puede dar una información
errónea en el análisis de los extractos alergénicus de pólenes de gramíneas.
sobre todo en las extracciones realíndas en tanipon carbonnto y fosfato cine
SOfl los que normalmente se emplean.
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lientro de las recomendaciones de la ItJIS para la correcta preparación de
extractos se propone corno control de los extractos preparados que sus
patrones de isoelectroentoque sean coincidentes con los descritos por
diversos autores y sin embargo en la gran mayoría de ellos parece detectarse
la presencia cte la sustancia interferente.
5.1.3 Liberación de alergenos
Los primeros estudios que realizamos COrI pólenes recogidos en el año
1987. nlostruron que los alergenos de] polen de centeno eran proteínas de
i~es<>~ moleculares 28, 33, 48 y 67 kI)as y claramenie se apreciaba que
comenzaban a ser liberados a partir de los 15 primeros minutos cte
¡ncubac¡on. incluso alguno de ellos einpezaNi a liherarse después tic 3(1
minutes. Aunque Las carnaerísticas de pesos moleculares estaban de acuerdo
con las descritas por Westphal u al (1988) y por Matthiesen et al (1990), estos
datos no eran coincidentes CON tos de Linskens a al (¡977), en los que se
muestran C(lfll() muy reactivos los componentes de rápida ernision. Así mismo,
este resultado no justificaba Li maníiestae¡ón de los síntomas a los POCOS
minutos de la penetración del polen en las vías respiratorias. Si además se
tiene en cuenta que éste permanece tan s<)io 20 minutos en ia nariz, siendo
arrastrado por el moco y deglutido, algunos de los alergenos podrían incluso
no tener contacto con el tejido por su largo periodo de extracción.
1 Á)S estudios tea! izados COR el polen nuevo mostraron que las proternas
aIer~énicas se liberaban desde el primer minuto siendo tus extractos más
react¡vos fis de 15 minutos y una hnrz¡ de incubación. De todo ello se deduce
que el retraso en la emisión de estos eompnnentes en los primeros polenes
estt¡diados es un artefacto debido a ¡a conservación y no refleja lo que ocurre
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cuando un polen recién liberado alcanza el árgano de choque. Entre los
aleigenos que mayoritariamente retrasan su emisión se encuentran aquellos
de peso molecular cercano a 30 kDa. Según nuestros resultados estos
componentes representan una alta proporción del total de La proteína
extraída y por sus características de emisión, se localizarían en la intiua. Estas
conclusiones están de acuerdo con los estudios de Heslop Harrison (1973), en
los que se describe que la mayor parte de los alergenos del polen del centeno
se localizan sobre la mOna principalmente en la zona apertura]. Si se tiene en
cuenta el retraso en la emisión de alergenos de los pólenes mal conservados,
la preparación de extractos con éstos, mediante incubaciones muy cortas
(entre 1—4 horas), clara lugar a la (>btenciofl de extractos más pobres, ya que
una parte de los alergenos pueden no haber sido liberados. Por otra parte si
los extractos se preparan mediante ruptt¡ra mecánica de los pólenes por
procedimientos de corta duración, los alergenos de la intina podr(an no ser
extraídos si no se incuban suficiente tiempo las membranas rotas.
Ademas de Jas disti¡itas cinéticas de emisión que muestran los pálenes,
dependiendo de su estado de conservacion, también hay diferencias en las
características moleculares de sus alergenes. Así, en el polen nuevo, no se
detecta en ninguna de las extracciones el coniporiente dc 67 kDa, sin embargo
se comporta corno alergénica una nueva banda de 58 kDa. Los dos
componentes de 28 y 33 kDa se encuentran mal resueltos en los procesos
electroforét¡eos del polen viejo. Los resultados de este estudio analítico con
los extractos del polen nuevo ponen de manifiesto que están realmente
formados por 3 alergenos de 28, 31) y 33 kDa. Con respecto a la carga de las
proteínas, los valores de pl calculados para los componentes de la banda de
48 kDa difieren entre los del polen nueVo y los de[ conservado. Los valores de
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este ultimo son mas acidos (5.4, 5.6, 5.7 y 5.9) que para ei primero (5.7, 6.1 y
65). Así mismo os valores de los componentes de ¡>CS() molecu]ar cercano a
3(1 kDa. extraídos en medio ácido entre 1 y 1<) horas de incubación del polen
antiguo se enfocaron entre 4 y 6, mientras que ios equivalentes extraídos del
polen nuevo se enfocan entre 5 y 6.2 y mostraban componentes básicos bien
entecados. Estos resultados sugieren o bien una interferencia del ~~OC~S()
eléctrico o quizas una nmdificaeián de fa carga durante su censervacion.
La incubación en diferentes condiciones, no da lugar aparentemente a la
extraccitin de diferentes alergenes (excepto un componente de SI kDa en
carbonato> pero ~senecesitan estudios complernentanos para comprobar que
esto es cierto. Es de destacar que la incubación en tampón ácido favorece la
extracción de alergenos frente a componentes no alergénicos, recogiéndose
en este medio entre 1 hora y 19 horas de incubación, prácticamente solo
componentes reactivos. En tampón carbonato en camb¡o se extrae una mayor
proporcion de proteiims no reactivas.
E] cambio de tampón de glicina a fosfato provoca un incremento de la
l)mteifla extraída en la que se incluyen una alta proporción de ‘alergenos. Este
cambie de tampon puede dar lugar bien a una aceleración en la extracción de
las proteinas que en ese momento se estabaii liberando en el tampón ácido o
bien favorecer la extraccion de. componentes que no se extraen en e] medio
aciclo,
En este estudio loS alergenos del polen nuevo mostraron una tendencia
similar a los del polen viejo. Así se modificaban las cinéticas de emisión y las
pr{~>rtiú¡ies de componentes vm se observo un a!to enriquecimiento en
u itt rge m >s sobre t<Rk> en ]< >s extractos de glicina.
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Si se tiene en cuenta que según lo descrito por Fabricant (1941), el pH de
la nariz, en cojidiciones fisiológicas normales, está entre 5.5 y 6.5 y que el
polen tiende a estabilizar el pH del medio en el que se encuentra entre 5.5 y 6
para asegurar st¡ germinación, el microentorno del polen en la mucosa nasal
sana puede encontrarse a este pH. Esto puede justificar la alta proporción de
alegenos frente a no alergenos que se obtiene en las incubaciones ácidas. El
cambio de pH producido tras la reacción alérgica, puede ser equivalente al
cambio de tampón de incubación, produciéndose nuevas Hberacione.s y
nuevas sensibilizaciones.
Las características ácidas de] entorno del polen en la mucosa nasal,
también justificaría la detección de un polen germinado sobre ella. Esta
observacmn sugiere por otra parte, que ha dc tenerse en cuenta que si un
polen es capaz de germinar sobre la mucosa nasa], pecina estar liberando
sustancias sintetizadas durante este proceso y que éstas fueran responsaHes,
al menos en parte, de los síntomas. Según esto en la preparación de extractos,
estos alergenos podrían no ser nunca extraídos.
La incubación de los pólenes en tampones con características similares a
las de Los fluidos de ¡os árganos de choque puede permitir conocer mejnr los
procesos que ocurren cuando un polen alca¡iza la mucosa de dichos organos.
Todos los resultados obtenidos en este estudio sobre cofllp<)rtamiento del
polen de centeno en los diferentes metilos de ncLlbación, confirman que el
polen lihera al medio sus componentes no por simple difusión o en función de
su carga sino corno consecuencia de mecanismos más complejos los cuales
pueden ser dependientes dc una interrelacióii del polen con el medio en el
que se encuentra. Esta característica del polen pernh¡te la obtención de
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extractos muy diferentes en función de las condiciones de incubación. Así
pues &¡be concluir que una de las ca¡¡sas de la variabilidad en la calidad de los
extractos prc[)aradfls partiendo de un rn~smo tipo de polen, puede
encontrurse en las diferencias de comportamiento de este en los distintos
medios de incubacíen. L)e hecho conocer las características k’4ánicas de los
poienes y su comportamiento en un medio acuoso, puede mejorar la
erellaracon de extractos alergénicos.
5.1.4 Cambios de pH inducidos por d polen
Se ha descrito que durante ¡a preparación de los extractos, el polen libera
suStancias capaces de modificar el pH del medio (le incubación (Marsh, 1981;
Yunginger. 1988: Larsen, 1991), por lo que para la preparación de extractos
de reterencía se recomienda CjLIC cii las íncuhac¡t>nes realizadas en agua
destilada se añada temporalmente NaOl-t con el fin de ajustar el pH de
extracción entre 7 y 7.5. En e! presente trabajo se ha valorado el pH de los
extractos obtenidos mediante incubnciones en diferentes condiciones de pH,
ceil ti liii de conocer cuando se producen ms cambios y con que intensidad.
Desde un ptiiit(> de vista botánico se ha descrito que el polen libera
sustancias tampe rian tes con e ¡ fin de esta [u zar el med 1 en el que se
cncueiltr¿.k. De esta forma e] pden se asegura que el pH del medio es e)
adecuado para la germiflacion. El valor de pH que parecen necesitar la mayor
parte de ¡os pñ~enes estudiados es de 6 (Shivaíina, 1989). Este valor tanibién
parece ser el requerido por el pelen del centeno ya que pus tan extremos
conio 3 y 1<) dcl tampon glicina y carbonato son modificados a 4.5 y 7k
respectivamente en los pólenes viejos y a 6 y ‘7.5 en los nuevos. De estos
CAP: 5 PAfr: 15
DISCUSION
resultados puede por tanto conclnirse que el polen nuevo conserva mejor su
capacidad tic taml)onar el medio.
En este estudio se comprobo que los p~Ienes liberan estas sustancias
tamponantes durante el primer minuto de incubación. FI pH de las
extracciones posteriores a este J)eriod(> solo fue modificado en las
incubaciones realizadas en tampón glicina. liste diferente comportamiento
deL poLen podría deherse a que las sustancias tamponantes sc liberen ea su
totalidad durante el primer minuto de incubúcion y que algún componente
del tampón g)ic’na induzcan de flLICV() su síWesis, o quizás a una rnodificacion
de la regulación de la membrana citoplasmútica, dependiente de las
características del medio.
De los resultados obtenidos se deduce que las condiciones de incubación
de los extractos totales solo SOfl comparables cori los extractos del primer
minuto, pues en Jos extractos posteriores el pH del medio es (liferente. Por
otra parte si sc tiene en cuenta que el polen libera estas sustancias pura
“preparar” el medio para la germinación del polen, las sustancias liberadas
durante el primer minuto podrían cnnd¡ciniiar la liberación de los distintos
componentes en las extracciones no interrumpidas.
Los extractos del primer minuto contienen un bajo porcentaje de alergenas
y una alta proporción tic proteínas no reactivas y de componentes
citopbsrnaticos por lo que debe valorarse si la extracción del primer minuto
debe ser o no incluida en los extractos alergéflic(}s, ya que su ínclusmn
disminuye la calidad (le! extracto final. Para ello es necesario asegurarse ¿intes
de que todos los ¿dergenos que se extraen durante este periodo se sigan
extrayendo en extracciones posteriores en cantidad suficiente.
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5.2 FACTORES QUE AFECTAN SOBRE LA CALIDAD DEL POLEN
(¿orno anteriormente se CX~US() la calidad del material de partida es un
requisdo indispensable para la correcta preparación de los extractos
alergenicos. Con respecto a los pálenes la LUIS recomienda que la
recoleccion y análisis del material sea realizado por una persona experta en
ihitajiral. También se recomienda que ios métodos empleados aseguren un
alto grado de pureza evitando la presencia de elementos extraños (inferior a
un 5%). Una vez recolectado el polen debe tic ser desecado y conservados en
onitenedures herméticamente cerrados y a bajas temperaturas.
5.2.1 Proceso de recolección
En el presente estudio se ha analizado el comportamiento de pólenes de
tres suministradores diferentes, durante el proceso de incubacion.
Lii cada tino de ellos se había empleado, para st¡ recolección, un
procedimieiito diferente de los tres que normalmente se usan (Maasch et al,
IQ~7).
En el método seguido por Sigma, la recogida del polen se realiza en el
propio lugar del cultivo, mediante una aspiracion de la planta cuando ésta se
encuentra polinizando. Este rnétudn permite recoger altas cantidades de
polel pero se presta a grandes contaminaciones debidas a la polinización de
otras plantas, próximas a la recolectada, así como a la presencia tic una alta
¡>n>porcion de esporas. Microscopicanmnte este polen era sin embargo
homogéneo.
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En el ~FOCCSOseguido por Allergon, se recoge la parte floral de la planui y
se deja desecar. Posteriormente el polen es recolectado mediante un
procedimiento mecánico. Se ha descrito que durante este proceso se produce
el deterioro de la integridad del grano dcl ~ Y además permite que junto
con el polen se recojan partes de planta en una proporción elevada. La
visualización a] microscopio óptico del polen suministrado por esta empresa
constató lo descrito.
En el método seguido por Juan Antonio Jiménez, se recogen las plantas
~OC() antes de su polinización y se mantienen formando ramilletes con las
raizes en ~¡guahasta que, de forma espontánea. se produce la liberación del
polen. Este cae sobre un papel cristal que se encuentra rodeando al ramo, tic
donde es recogido. Se considera un btien sistema de recolección ya que
además de no deteriorar el polen. los cnntaniinantes se encuentran en una
baja propercion. Este método también permite controlar el grado de
maduración del polen.
Corno antes se ha discutido se observan diferentes comportamientos
cinéticos entre los tres tipos de pólenes. El eornportarniento de los pólenes de
Allergon refleja el deterioro de las estructuras del polen observadas al
micr<)scopi(>,así corno la presencia de fragmentos de planta. Según esto
aunque los extractos obtenidos dc otrn polen no deteriorado y el de Ailergon
tuvieran la misma cantidad de alergenos, este último incluirá mayor número
(le componentes no proteicos, lo cual es una perdida de calidud. Según estos
resultados en 1<35 requerimientos sobre el material de partida debe de
considerarse que el proceso de recÑeccíen no deteriore las paredes y
membranas de los polenes.
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5.2.2 Proceso de desecado y conservación del polen
(ion respecto al proceso de desecado, normalmente se emplea una
corriente de aire a 30-40 C durante 24 horas con la posibilidad de ‘añadir al
sistema un proceso de vacio. Una vez desecado el polen se almacena en
contenedores herméticamente cerrados y se a bajas temperaturas
(Wudehouse, 1 9ñ5~ Durhum, 1951). A lo ]argo de su experiencia como
productor de polenes, Juan Antonio Jiménez refiere que e! grado de
desecacion {)btellíd(> con stis pole¡ies no ie resultaba satisfactorio y había
nlodífíc’ddo fas condiciones del prntticnlo, obteniendo una desecación más
ve ntzy sn. Este método fu e api icade ~i1 P<>~I~ recogido en el ano 199 1
En el estudio sobre conservacioii del polen del centeno, se emplearon
cuatro tipos de polen. Des de ellos fueron recolectados por Juan Antonio
Jiménez en los años 198’7 (un lote conservado en nevera y el otro congelado),
otro en 1989 y el cuarto fue recogido por el mismo recolector en el año 1991.
El estudio realizado entre los extractos obtenidos a partir de ellos, mostró que
entre tus polenes conservados, no existían diferencias cuantitativas tanto en
los extn¡ctos parciales como en los ~otaIes.Tampoco existen diferencias en las
caracierísricas eiectnfforéticas de Jos componentes extraídos a partir de Jos
diferentes polenes. Solo se aprecia una ligera mndificacion en la cinética de
emisión de proteínas en los extractos del polen del año 1989, coincidente con
una extruccián de ‘dlergefl()s más rápida. Las diferencias entre los extractos de
polenes conservados y los preparados a partir del polen recién recolectado
fueron sin embargo muy grandes a nivel tic aJergenicidad así COflI<) en e]
patrón e]ectroforético y cinética de emisión.
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Todos estos datos reflejan, que la diferencia en las condiciones de
conservació¡i que había entre los dos pólenes dc 1987 no afecta a la calidad de
los extractos preparados. Por otra parte el resu]tado intermedio obtenido para
el polen de] 1989, podía representar Lina fase intermedia de deterioro entre el
polen nueve y el conservado. Sin embargo frs resultados oI)teflidos con el
polen del año 1991, después de su conservacion durante un año en la nevera
COD desecante, ponen de relieve que el pelen no niodifica ni la cinética de
emisión de sus componentes ni las características electroforéticas de SUS
proteínas dLIrante la conservación. Si se tiene en cucntú que el polen del año
1991 se había conservado de la misma forma que los demás, las diferencias
observadas en el estado del polen pueden debe a la diferencia en cl
procedimiento seguido para su desecación. Esta hipótesis sugiere que un nial
~tOCCSO de desecación del polen puede alterar la conservacion de sus
componentes o modificar sus cinéticas de emisión de forma que disminuye la
calidad de los extractos finales. La mndificacíñn se produce posiblemente
durante el ~fl)C~S() de desecado, manteniéndose después el polen invariable
durante largos períodos. Esta hipótesis justificaría algunos de los resultados
discrepantes, descritos en cuanto a estabilidad del polen durante su
conservacion. Así en los estudios realizados sobre conservacion del polen,
analizando los cxtractos obtenidos a partir cte pálenes de un mismo
recolector, no muestran grandes diferencia en sus características debidas al
~~S() del tiempo (Maasch a al, 1986; Maasch el cii, 1987; Mansfield a al,
¡987). En estos trabajos se afirma por lo ta¡io que la conservación no
modifica la alergenicídad del polen. En estos casos el poleil sigue siempre el
mismo ~t(3CCS{1 de conservación por lo que la estabilidad del wien durante
largos periodos refleja jue el polen tina vez desecado se conserva durante
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largos períodos. Este resultado no confirma sin embargo la buena calidad del
polen, ya tiLle 11<) se estudia corno se comportaba el polen al momento de ser
recolectado. Cuando en los estiídio se comparan extractos de varios
recolectores. el resultado imede mantenerse o pueden aparecer variaciones
(Andersen. 1985; Hemrnens, 1988; Malik et al, 1991) dando lugar a
conclusiones erróneas sobre el tiempo de almacenamiento. Todo esto sugiere
que en los estudios sobre conservación se debe incluir corno control un
estudio del c()fllportarnient(> del polen al momento de su recolección incluso
antes de ser desecado, ya que éstas son las condiciones más próximas a las del
poleii qtie llega al orgafl(> de chocjLIe.
En los extractns recogidos de los pólenes de Allergon y de Sigma se
<)bserva que las imágenes electrutorétícas de sus proteinas no SOfl muy
diferentes a las de los poleiies conservados del estudio anterior. Por lo que
i}od1eiii~s decir que el método seguido para su desecación tuvo un efecto
similar en el polen que el primer método empleado por Juan Antonio
Jiménez. Por nira parte esta igLialdad tic componentes entre pólenes
recolectados en diferentes paises y con diferentes métodos, sugiere que Las
diferencias observadas entre polenes de distintos recolectores no se deben a
diferencias botánicas de los pálenes, sim~ al ~~()C~S()que se ha seguido desde
su recolecejon hasta su USO.
Por otra parte, debería tenerse en cuenta que las características hotánicas
del polen de des especies distintas puedeii diferir enormemente (Shivanna,
1 9Ñ9). Es tas diferencias afectan de forma especial a la actividad biológica del
pflIeri al momento de su recoleccíen. Así los pólenes bicelulares, que
necesitan largos 1>eriodos de actividad metabólica para que se pfl)dLtzca la
fecu ndacián, snn Vienes que mantienen su viabilidad en la atmósfera
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dtirante mucho tiempo por lo que su conservación no requiere grandes
condiciones, y pueden mantenerse viables algunos de ellos incluso años. Esta
estabilidad es la normal en los pólenes cte gimnospermas.Sin embargo
aquellos pólenes que al momento de su liberación se encuentran más
avanzados en el proceso de la fertilización (pólenes tricelulares), el periodo
de viabilidad, de forma natural es bajo. Son especialmente difíciles de
conservar los pólenes de las gramíneas, debido alto porcentaje de agua que
contienen después de su desecación natural. Este hecho da lugar a que el
periodo de viabilidad del polen de una gramínea sea tan solo de unas pocas
horas. Aunque se ha descrito que un polen no viable mantiene su
alergenicidad (Milner et al, 1972), es evidente que dependiendo dc la
actividad metabolíca que haya mantenido el polen desde su formación hasta
el momento en que sus alergenos SOfl extraídos, la caJidad de los extractos
preparados puede ser diferente. Si el fllanteflimient() tic! metabolismo es
función directa del porcentaje de agua qtie contiene el polen. es por lo tanto
necesario ajustar las desecaciones de los 1)elet1QS para cada especie, de forma
que se asegure la presencia y proporción de sus componentes al momento de
y durante la preparación dd extracto.
5.3 VALORACION DE PROTEINAS EN LOS EXTRACTOS DE POLENES
El conocimiento de la cantidad de proteina que contiene un extracto
alergénico, es un ciato de considerable interés tanto en la preparacion (le
extractos hiposensibilizantes y de diagnostico como en los estudios de
caracterización de alergenos. Se ha descrito sin embargo que debido a la alta
proporción de sustancias interferentes que Iiberaii los pólenes, los diferentes
métodos de valoración aplicados a un mismo extracto, pueden dar Lugar a
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resultados muy dispares. El valor obtenido por un método de valoración
1)uetie llegar a ser hasta 10 veces st¡perinr al estimado por otro. Esto es debido
a que dichas sustancias pueden interferir Cflfl los métodos de va1oraci~n con
distintas intensidades y en sentidos opuestos. En un estudio comparativo dc
diferentes métodos de valoración de proteínas, Hogne u al ( 19S9) sugieren
que e] método que mejor vajora el cínitenicio de proteínas de este tipo de
muestras es el método de Lowry, Con diferencia incluso con el Lowry
modificado. Otros autores (Baer, 1988) sin embargo también describen
interferencias con este método, no existiendo por el momento un método
donen para esta valoración. En nuestras pnmeras experiencias COfl extractos
de v>lei~es~ comprobarnos que el contenido proteico calculado a partir de los
datos de Lowrv. era acorde COrI las cantidades requeridas para que se
visualizaran las proteínas en los geles cte poliacrilamida, mientras que si se
estituaba por otros mélodos encontrábamos que, o la proteína resultaba
insuficiente. o era excesiva. Estos resultados estaban de acuerdo con lo
expuesto por Hogne cl a/(1989>, ~Ot lo que se decidió utiiizar aquí e] método
de Lowry C()m() el más adecuado para la valorac¡6n del contenido proteico en
el estudio aun c nscíentes de alguna Ii mitacI() iv
A lo largo del trabajo se observo que en el extracto del primer minuto, el
método (le 1..owrv podía S4)hfCStimtIt el contenido proteico ya que para
visualizar las bandas en la misma I)r(>Hrci~n que en los demás extractos, se
requería un mayor volumen de muestra que el caicu!ado por el nietodo de
Lowrv. Durante el estudio comparativo de los extractos obtenidos de Vienes
recogidos cii diferentes años, observamos cine en el polen recién recolectado,
el niét< ido pareCÍa infravalorar en cambie, el contenido del extracto del
primer minuto. Kalb y Bernlohr (1977), han diseñado un sistema
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espectrofotométrico de valoración de proteínas basado en una relación
matemática entre la absorbencia de la muestra a 2ñOnm y a 230nm. Según lo
descrito por los autores el método permite corregir las interferencias que los
ácidos nucleicos producen en el método mediante relación densitométrica
280/26<) (Warbung y Christian, 1942>, así corno las interferencias de los
hidratos de carbono con el rnétn&) de Lowrv. El diseño de este método de
valoracion, se lleva a cabo Con objeto de facilitar ¡a valoración de proteína en
medios de incubación celular, 1<) cual puede hacerlo) idóneo para valorar la
proteína de los extractos de polen. Este método, no empleado en otros
estudios, fue comparado Con d método de Lowrv, de Warbung et al y con el
método de Bradford (1976). Los resultados pusieron de manifiesto que el
método de Lowry y de KWh son absolutamente coincidentes a excepcián de
los valores de los extractos de un minuto de [ncubación y del último extracto
del polen nuevo. La homogeneidad encontrada con el segundo método, entre
los extractos de un niínuto (le los distintos pélenes, puede suponer una mejor
valoración que método de Lowry. Estos resultados sugieren que la
interferencia que pueda obtenerse con el método de Lowry se produce
principalmente con componentes liberados durante el primer minuto dc la
incubación, de origen citoplasmático en sti gran mayoría, mientras que en
otros métodos interfieren con sustancias liberadas durante todo el proceso.
La interferencia de los componentes ci topíasmáticos con la valoracion de
por de - y patente en d estudio comparativoproteínas el método Lowry es mu
de liberació¡i de proteínas con pólenes de diferentes suministradores. Así en
el polen de allergon, que contenía una alta proporcion de pólenes rotos y
fragmentos de plantas, el método de lÁwry reflejaba una cantidad de proteína
muy alta en el extracto de un minuto. con respecto a los de <Itros pólenes
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mientras que les valores posteriores, aunque diferentes, se hacían más
I)mxiI~1(>s~ Los volumenes requeridos para la visualización de las proteínas del
primer extracto no fueron acordes cori lo calculado a partir del Lowry.
Teniendo en cuenta que la contribucion de los componentes extraídos en
el primer inmuto (principalmente citoplasmaticos) representan un alto
porcentaje del extracto total, y que éste es variable dependiendo del estado (le
COLSCFV8CI(>fl del polen, la utilidad del niétodo de Lowry para valorar los
extractos totales es también dependiente del estado de conservación del
P~ieÉ1. Esta observacion justifica la díscrepanciú de los diferentes autores
s bre I~ api icabi 1 id acl del método en la valoracion de pr< ñeínas en los
extractes alergérticos procedentes cte polenes.
5.4 (:ARACTERJSTICAS FISICOQUIMICAS DE LOS ALERGENOS DEL
POLEN DEL CENTENO
Matthiesen e, al (1990), han realizado una extensa revision bibliográfica de
les estudios realizados sobre alergeros de iwlenes de las gramíneas. En su
estudio [mii recopilado los datos de las características fisicoquímicas e
flmtimw¡uím¡cas. de los alergenos que se han aislado. Atendiendo a la
normativa sobre nomenclatura de los alergenos, los hasta al1ora purificados
pueden ser agrupados en seis grupos mayoritarios según el esquema de la
wbla S.l. Los alergenos mas domííiuntes son aquellos que se incluyen en mS
grupos 1 y
lÁIS características fisicoquímicas de los alergenns de nuestro estu(jio
refleian que en el píWen de Centeno hay alergenos que pertenecerían a vanos
de los grupos descritos, pero la banda cte 48 kDa, qtie se desdobla en tres
componentes alergénicos de Pl 5.7.. 6.1 y 65 no ha sido descrita en ninguna
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(IItt]PC PM
S¡.)S PA<.IE I>RItI)( )MINI()
31—36 ‘ () so
II II 25
III II 9 ¡ 1Y5’/
1V 5065 L) ¡o so
V 26-31 ‘~ 8{W
VI II 1 75
TABLA 5.1
gramínea y su detección puede dar lugar a la aparición de un grupo VII en
esta clasificación. El hecho de no haberse identificado como alergéníca en
otros pólenes de gramíneas, puede ser debido a que sea un alergeno exclusivo
de polen dc] centeno, lo que estaría de acuerdo con Benjarnins y Vermeulen
(1931), o bien que su extracción en les medios de incubación empleados sea
escasa y no se haya podido identificar.
No se han detectado alergenos de baje PM en este polen, por lo que fl()
parece contener alergenos de los grupos II, 111 y VI.
Los componentes alergénicos la banda de 58 y la de 67 podrían pertenecer
a el grupo IV. La banda de 67 se eluye en el primer pico básico de las
cromatografías de intercambio ‘drnonico de Los extractos preparados del polen
dc 1987. Este hecho permite afirmar que es ¡iii componente basico y sería
equivalente al descrito por Howlett y Clarke (1981) en el polen de IoIíum
perenne. Este componente no se detecta en el polen nuevo mientras que en
su lugar podría incluirse al componente de 58 kDa, pero ha de determínarse
aún su punto iseeléctrico. Se han descrito asociaciones entre componentes de
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It 15 polenes (le las gramínea (Dactilis glomerata), mediante estudios
crorn’¿togrúficos (Brodard et al, 1991). Estas asociaciones pueden dar lugar a
bandas (lije ndicarían la existencia dc sustancias que no existen Así la unión
de des componentes de peso molecular cercano a 3<) kDa, darían lugar a la
aparici<.in tic los componentes reactivos de 67 y 58 kDa. En nuestra
experie reía la banda de 67 kDa se detecta en el los perffles electroforéticos
tic las tracciones de exclusión molecular correspondiente a su masa molar
pero se sigue recogiendo en fracciones posteriores junto con los componentes
de alre(Iettor de 3(1 kDa (datos no expuestos en los restiltados). Si la
USOCLJCIOn se produce entre el componente de 58 y el citocrorno (? (12 kDa),
la unión también da !ugar a un componente básico de pN4 cercano a 67 kDa.
La variabilidad observada en ja extracción de estos componentes, podría
también deberse a la posibilidad o uy de estas asociaciones, dependiendo de
las características de la extracción asi c.rno de la conservación del polen.
Lii cuanto a los ~iiergerioshasícús dc pesos moleculares cercanos a 3<) kDa,
sus características tn<)IecLlIares no permiten ¡ncluir]os corno alergenos de
n¡ngún grupo, sm embargo se ha descrito corno aiergeno del polen de Poa
(Kisil. 1990), una proteína de peso molecular 33 kDa y un PI ti, que es muy
alergénica y se describe come uno de los a]ergenos flRis importantes de este
polen. Los autores la incluyen corno componente del grtipn liv La reactividad
de las des bandas básicas en el irkmlln()hlot del isoelectroenfoque cte las
fracciones cte componentes de 3<) kDa, recogidas mediante exclusión
molecular, muestra qtie al menos des cte los componentes más básicos de este
polen sen alergenos y con puntos isoeléctricos de 9.3 y 9.1 por lo que serian
clasificados dcntro del grupo Ib.
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Las características de los demás alergenos identificados, están de acuerdo
COfl las de otras gramíneas de los grupos 1 y ½‘(Ford y Baldo, 1 89fr
Matthiesen y Lowenstein, 1991; Klysner. 1992). Estos alergenos se han
descrito como muy importantes dentro de os pólenes de las gramíneas.
A pesar de que dentro del campo de la alergia la purificación de alergenos
es objetive prLuritario, no se han 1)ufificad(> más que una pequeña j~roporcmn
de ellos. Las técnicas empleadas son generalmente complejas, y muchas de
ellas requieren la realización consecutiva cte varios procesos diferentes, dando
lugar a un baje rendimiento.
El coflocinhieflt() de las características de emisión de proteínas y alergenos
nos ha permitido obtener un extracto altamente enriquecido en alergenos.
Este extracto ha perniltido purificar niediante un único paso cmmatográfico
los componentes de la banda de 48 kDn, así corno estudiar su potencia
alergénica. La semejanza características fisicoquímicas de sus tres
componentes requiere un ~~OCCS()niás complejo para poder separar cada uno
de ellos independientemente y estudiar s¡ son o no isoalergenos, O SOfl
moléculas completamente diferentes.
La cromatografía de intercambio catiánico del mismo extracto ha
permitido purificar cii un solo paso cfl)matogratíc() tres alergenos. (los del
grupo V y otro de 48 kDa no incluib]e en ningún grupo.
Todo esto resultados confirman la necesidad de coilocer mejor las
características biológicas de los pólenes para obtener extractos de alta calidad
y para conocer mejor las características fisicoquímicas de los componentes
reactivos.
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CONCLUSIONES
De Los resultados expuestos en este trabajo se pueden extraer las siguientes
en nclt¡s jo res
Conclusiones sobre preparación de extractos:
e 1) La liberación de los Componentes del polen de centeno no se
[)roduce por simple d¡ftisión, sino que obedece a mecanismos más
complejos, dando lugar a que existan diferencias en la velocidad y en la
tasa de eni i.SiOfl de los di st ¡ R1<>S CO mpoiieiites. La emisión de
componentes parecen guardar relación con los ~~flCCSOSbotánicos que
ocurren en el polen cuando éste entra en contacto COfl un medio
húmedo.
• 2) Diversos factores tales Ccliii) el pH del medio, composición del
tampon cte extraccion, estado cte c(>flservaciofl del polen, pueden
modificar las características cinéticas de la emisión de dichos
componentes. Las diferencias en composícion observadas entre
extractos obtenidos cíe una misma especie de polen por diferentes
metodologías, podrían justificarse por este hecho.
• 3) La calidad de los pólenes conio niaterial de partida en la
I)reparaci6n de extractos alergénicos, es dependiente de la metodología
de recolección, desecacion y censervacion las ct¡ales deben de ser
diseñadas teniendo en cuenta la actividad metabólica que posee cada
pol en a] niomen te de su recogida.
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• 4) El conocimiento de las características de la emisión de proteínas y
alergenos permite obtener extracfi>s enriquecidos en diferentes
alergenos, los cUales constituyen un material de partida doneo para la
caracterización y purificación de las sustancias alergénicas.
• 5) E] polen de centeno contiene un componente interferente con Los
procesos de isoelectroenfoque, que se extrae principalmente en
tampón fosfato y carbonato y que debe de ser tenido en cuenta en el
análisis de los extractos mediante esta técnica.
• 6) Algunas de las recomendaciones (le la lUIS no pueden ser
aplicadas en la preparacion cte extractos con estos pólenes.
• 7> La eliminación de las st¡stancias extraidas del polen durante el
primer mínutn de iIlcIJbacion podría suponer una importante mejora en
la calidad de los extractos preparados mediante incubación del polen.
• 8) El conocimjento botánico de los {)rOCeSfls que ocurren en el polen
durante las incubaciones que se realizan para la preparación de
extractos alergénícos, permite optimizar el diseño de ohtencíáii de
dichos extractos.
Conclusiones sobre los alergenos del polen de centeno
• i) El conocimiento de las características biológicas del polen de
centeno permite obtener extractos fraccionados que facilitan el estudio
de identificación y caracterización de sus alergenos.
• 2) El polen de Centeno contiene una elevada proporci~n de alergenos
básicos muy reactivos, lo cita] díscrepa con las consideraciones
CAP: 6 FMi 2
CONCLUSIONES
generales sobre alergenos (le las gramíneas en las que se describen
corno mayoritarios los componentes ácidos.
• 3) El componente de 48 kDa podría ser un alergeno específico del
p(}leIl en estudio.
• 4) Los resultados del este estudio realizado en el polen del centeno,
sugieren que este polen no contiene alergenos de los grupos II, III y VI.
• 5) 1 z~ características de una parte de sus aJergenos son coincidentes
con las descritas 1)ara Otras gramíneas de Los grupos 1, Ib, IV y V.
• Debe de ser reconsiderada [a Fu> inclusión de este polen entre los
seleccionados para la preparación de extractos alergénicos, ya que
puede 1)rcsentar diferencias claras’ Con los pólenes de otras gramineas.
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